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RÉSUMÉ 
 
La bagasse d’agave tequilana W cv azul est le sous-produit solide de 
l’extraction des sucres, essentiellement l’inuline, de la tête d’agave tequilana, pour 
la fermentation éthanolique et la distillation de la tequila. 
 Les caractéristiques physiques, la structure microscopique et la composition 
chimique de la tête d’agave tequilana fraîche et de la bagasse fraîche et séchée 
sont étudies. La bagasse contient entre 5 et 20% de sucres libres selon sont état 
de siccité, et est constituée par  plus de 80% des fibres, dont 56 % de cellulose, 
24,3 % de hémicelluloses et 19,5 % de lignine. 
 La digestibilité in vivo de la bagasse d’agave tequilana peut être améliorée 
pour des traitements chimiques [NaOH, Ca(OH)2, NH4OH], physico-chimique à la 
vapeur d’eau ou biologiques avec le champignon Pachysolen tannophilus jusqu’à 
des valeurs de près de 65 %, équivalentes à celle de la luzerne. 
 
La fermentation des sucres libres résiduels de l’extraction aqueuse de la fibre 
d’agave avec la levure Saccharomyces cerevisiae permet d’obtenir des 
concentrations en éthanol de 7.2 g/L avec un rendement de 40 % par rapport á la 
matière sèche de la bagasse d’agave fraîche.   
 
L’hydrolyse acide des hémicelluloses de la bagasse sèche dans des conditions 
douce de température (95°C) et de concentration en acide sulfurique et 
chlorhydrique (1N) conduit á des hydrolysats riches en pentose (xylose et 
arabinose) et en hexose (glucose, fructose et galactose). La fermentation des ses 
sucres par Pachysolen tannophilus conduit à des concentrations en éthanol de 10 
g/L et en xylitol de 2,9 g/L, avec des rendements par rapport à la matière de la 
bagasse sèche respectivement de 56% et de 13%. 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT. 
 
The agro-industrial Agave tequilana bagasse byproduct from the tequila industry, 
was physical and chemical characterized. The physical characteristics indicated 
that these residues to be composed of heterogeneous fibrous and not fibrous 
organic material in form of fines particles. The chemical analysis show a content in 
cellulose of 43 %, lignin 15%, hemicelluloses 19 %, total nitrogen matter 3%, pectin 
1 %, fatty 1 %, reducing sugar 5-10 % and ashes 6 %. In accord with these results 
we studied the different proceeding of valorization: Sugar free was fermented by 
Saccharomyces cerevisiae to produced ethanol (7,2 g/L); hemicellulosic 
hydrolyzed obtained by acid hydrolysis (H2SO4, HCl, 0.1-1N 95°C) was fermented 
by Pachysolen tannophilus to produce ethanol  (10 g/L) and xylitol (2.9 g/L); 
alkaline extraction (NaOH 5 %) of hemicelluloses for paper production; chemical 
(NaOH, Ca(OH)2, NH4OH) and biologic (Phanerochaete crysosporium) 
pretreatment to increase bagasse’s  digestibility.  
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 Exploitées depuis fort longtemps par les premiers habitants de l’Amérique 
Centrale, les agaves sont des plantes qui font partie de la culture mexicaine et de 
l’imagerie traditionnellement associée à ce pays. Remarquablement bien adaptées à 
un environnement semi-aride, certaines variétés ont été sélectionnées et sont 
cultivées depuis de nombreuses années. C’est en particulier le cas de l’agave 
tequilana W. cv azul, exploitée pour la production de tequila, autre produit fortement 
associé à la tradition culturelle mexicaine. 
 
 La croissance de la production de tequila, en particulier pour l’exportation, s’est 
traduite par le développement de distilleries industrielles, qui représentent, avec les 
distilleries artisanales traditionnelles, une capacité de traitement de 0,5 million de 
tonnes d’agave par an, récoltées au bout de 6 à 9 ans, sur plus de 40 000 hectares 
cultivés. Mais pour un litre de tequila, produite à partir de la tête d’agave, près de 0,8 
kg de résidu solide d’extraction des sucres sont produits. Ce co-produit, appelé 
bagasse d’agave, qui représente un gisement de plus de 0,1 million de tonne par an, 
concentré sur les sites de fabrication de tequila, est  actuellement abandonné sur des 
sites spécifiques et n’est pratiquement pas valorisé. 
 
 C’est à la recherche de nouvelles voies de valorisation de la bagasse d’agave 
tequilana W. cv azul que les travaux, présentés dans ce mémoire, ont été consacrés. 
 
 Après avoir décrit l’ensemble des connaissances sur l’agave, sa culture et sa 
transformation, dans le premier chapitre de ce mémoire, nous nous attacherons, 
dans le second chapitre, à caractériser la bagasse et la tête d’agave dont elle 
provient, en vue de sélectionner les voies de transformation qui permettraient de 
développer de nouvelles valorisations, compatibles avec l’environnement agricole et 
technologique de la culture de l’agave et de la production de tequila. 
 
 Ainsi, dans le troisième chapitre, l’utilisation de la bagasse sèche comme 
fourrage, pour l’alimentation des ovins, sera étudiée à travers la détermination des 
digestibilités, sans ou avec prétraitement. 
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 Le quatrième chapitre sera consacré à l’étude de la valorisation des sucres 
libres, en particulier de la bagasse fraîche, à travers leur fermentation éthanolique, 
facilement intégrable dans le procédé de fabrication de la tequila. 
 
 Enfin, la valorisation de la bagasse sèche sera étudiée, dans le dernier chapitre, 
à travers l’hydrolyse des hémicelluloses et la transformation des pentoses et des 
hexoses en xylitol et en éthanol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CHAPITRE I 
 
L’AGAVE, UNE PLANTE TYPIQUEMENT MEXICAINE 
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I.1. Description et production de l’agave 
 
 
 Le mot agave, en grec agauê, signifie l’admirable : Carlos Linneo, en 1753, est 
le premier chercheur à décrire le genre agave dans « Espèce Agave Americana ». 
[Valenzuela 2003] 
 
 L’agave est une plante monocotylédone, actuellement classée dans la famille 
des Agavaceae [García, 1995 ; Ojeda, 1995 ; Eguiarte, 1995]. Endémique sur le 
continent américain, elle est présente du sud du Canada jusqu’au Nord de l’Amérique 
du Sud et les îles Caraïbes, en particulier au Mexique et dans toute l’Amérique 
centrale [Garcia, 1995]. Cette plante a été exploitée depuis très longtemps pour de 
multiples usages  (fourrage, nourriture et boissons, médicaments, construction, 
tissage, papier,…) par les populations de la Mesoamérique et l’Ari-Amérique, 
premiers habitants du Mexique. 
 
 Il y a environ 300 espèces d’agave, mais leur classification pose des problèmes 
de caractérisation et de nomenclature, comme par exemple l’agave azul, qui porte 
aussi le nom d’agave tequila Weber. Le Mexique est le territoire oú il y a la plus 
grande diversité d’Agavacée, avec près des trois quarts de ses variétés botaniques  
Certaines d’entre elles sont cultivées, principalement dans les régions de Jalisco, 
Veracruz, Guerrero et Oaxaca [Aguirre et al., 2001]. 
 
 En particulier l’agave tequilana Weber, variété azul, à partir de laquelle est 
produite la tequila, est cultivée principalement dans la région de Tequila, Jalisco. Elle 
a été sélectionnée par les producteurs au cours du vingtième siècle, à cause de son 
cycle de maturation et de sa meilleure production de rejetons, et ses qualités pour la 
fabrication de la tequila [Valenzuela, 1985]. Elle présente une inflorescence en forme 
de panicule, et des feuilles rigides et étroites (figure. I.1). Dans la classification 
botanique, elle appartient à la section Rigidae, dans laquelle sont incluses les 
espèces fibreuses mezcaleras du Mexique et d’Amérique centrale, à partir desquelles 
sont aussi produites des boissons alcooliques [Gentry 1982 ; Valenzuela 2003]. 
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Figure I.1 : Agave tequilana W. cv azul 
 
 
 I.1.1 Taxonomie de l’agave 
 
 Les origines des Agavacée remontent à près de 14 millions des années. Cette 
famille  a  subit  de  nombreux  changements  dans  sa  classification.  Parmi  les  
342 espèces d’Agavacée connues dans le monde, 258 sont présentes au Mexique. 
Le genre agave compte 207 variétés, des quelles 161 sont au Mexique. Plusieurs 
nomenclatures permettent de classer ces différentes variétés [Valenzuela, 2003]. 
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  I.1.1.1 La nomenclature Otomí 
 
 Les Otomís sont des indiens du Mexique, dont on connaît mal les origines. 
Bernardino de Sahagún les considère comme issus des Chichimèques. Ils 
occupaient un vaste territoire, réparti dans les États actuels de San Luis Potosí, 
Jalisco et Guanajuato jusqu’à ceux de Puebla, Tlaxcala et Guerrero,  mais aucun site 
archéologique n’a été clairement identifié. Les chroniques font référence à leur 
ancienne capitale, Mamehni, d’où ils ont été chassés par Mixcoatl, chef Toltéque, 
vers la fin du IXe s. Dans le deuxième tiers du XIIe siècle, ils s’installent dans la vallée 
de Mexico, à Xaltocán, et au XIVe s., soumis par les Aztèques, un grand nombre des 
Otomís se replient dans les montagnes [Grand Dictionnaire LAROUSSE, 1984]. 
Aujourd’hui, ils habitent des maisons d’adobe (brique d’argile non cuite) réunies en 
villages placés sous l’autorité de chefs politiques, et vivent principalement de 
l’agriculture (maïs, haricots, agave), de cueillette, ainsi que de pêche et de chasse, et 
poursuivent le tissage traditionnel des vêtements décorés.  
 
 Dans la langue Otomi, le mot  “uada” est équivalent à agave ou maguey. Ce mot 
n’est pas utilisé pour désigner une  agave déterminée. Les Otomi ont distingué, dans 
la région semi-aride du Mezquital au Mexique, des plantes qu’ils appellent bomi’ni [bo 
= quiote (panicule ou épi) et ni = épine]. Ces plantes présentaient des épines dans la 
structure des feuilles, et ressemblaient à l’agave. Elles étaient divisées en deux 
groupes : 
 
• le groupe ndombo [ndo= fleur et bo= quiote (panicule ou épi)] caractérisé par 
des fleurs dans l’épi, 
 
• le groupe botsuets’u’ta (bo = panicule ou épi, tsue = ver, ts’u’a = lechuguilla) 
leur caractéristique étant que les fleurs ressemblent à des vers autour du 
panicule ou épi comme c’est le cas de la lechuguille qui est une espèce 
d’agave [Méndez, M.D., 1999]. 
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 Ainsi la classification traditionnelle Otomí de l’agave est la suivante : 
• Bomi’ni (genre Agave), 
• Ndombo (sous- genre Agave), 
• Botsuets’u’ta ( sous-genre littaea). 
 
 Les différentes parties du Maguey (Agave sp.)  en Otomí et Nahuatl sont 
décrites dans la figure I.2.. Le Nahuatl (nahua)  était la langue officielle de l’Empire 
aztèque au moment de la conquête espagnole. Constitué par un ensemble de 
dialectes qui se différentient essentiellement par la manière de traiter le phonème tl, 
après une voyelle. Le dialecte principal, appelé également aztèque classique ou 
mexicano, est encore parlé à travers les dialectes de l’ouest (Jalisco, Veracruz, 
Puebla) [Grand Dictionnaire LAROUSSE, 1984]. 
 
  I.1.1.2  La classification botanique traditionnelle 
 
 Certains auteurs placent les agaves dans l’ordre des Liliales, sous-ordre des 
Lilinèes, avec d’autres familles comme les Liliacées et les Amaryllidacées : 
 
• Règne : Eucaryotae 
• Sous-règne : Plantae 
• Phylum (Division) : Spermatophyta 
• Sous-phylum :  Angiospermae 
• Classe : Monocotylédones 
• Ordre : Liliales 
• Famille : Amaryllidacées  ou Agavacées 
• Genre : Agave 
• Espèce : Americana, Sisilana, Tequilana. 
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                                     OTOMÍ       NAHUATL 
 
               1. Fleur                 ndombo     quiotl xochitl 
 
 
 
 
 
 
 
 
               4. Épine                  t’um’ni        uitzia mechichihual
 
      
               6. Tige                    nanfi         metzontel 
 
 
              7. Rejeton               t’nta          mecoatl 
 
 
              8. Racine                y’uta         inelhuayo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  2. Graine              ndanda      achmetl 
 
  3. Pannicule          bo              quiotl  
      (Quiote) 
                                 
         
  5. Feuille                y’ata          mema 
    (Tête ou ananas)  
             
 
   
                         
Figure I.2. :  L’agave sp. (Maguey) et ses différentes parties 
(Musée National des Cultures Populaires, Mexico, Mexique) 
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  I.1.1.3  Antécédents de la taxonomie de l’agave 
 
 La famille des Agavacées a été proposée par Endlicher (1836-1840, 1841), qui 
a  pris pour référence, dans la nomenclature, le genre Furcraes. Postérieurement, 
Salisbury (1986) divise la famille en deux sections, la section à ovaire supère avec le 
genre Yuca et la section à ovaire infère avec les genres Agave, Furcraea, Littaea, 
Manfreda et Polianthes. Puis, Lotsy (1911) définit la famille seulement avec les 
genres à ovaire infère, et l’élargit aux genres Beschorneria, Bravoa y Doryanthes 
[García, 1995]. 
 
 Bentham et Hooker (1883), Pax (1887), Baker (1888), Pax et Hoffman (1930)  
s’appuient sur la classification traditionnelle, et placent les espèces avec ovaire infère 
dans la famille des Amaryllidacées et celles à ovaire supère dans la famille des  
Liliacées [d’après García, 1995]. 
 
 Hutchinson (1934, 1959) crée l’ordre des agavales et augment la famille des 
Agavacées à 19 genres, rassemblés en six tribus : Yucceae, Dracaenae, Phormieae, 
Nolinae, Agavae et Polyantheae [d’après García, 1995]. 
 
 A partir de cette date, s’est engagée une série de discussions sur la validité de 
la délimitation du genre des agaves. Les recherches cytologiques faites par Mc 
Kelvery et Sax (1933), Whitaker (1934), Satô (1935) et Granick (1944) décrivent un 
caryotype binaire de n = 30 (5 grands chromosomes et 25 petits), qui est commun 
dans les genres proches Yuca et Agave. Par contre, Nolina, Calibanus  et Dasylirion 
ont  des chromosomes plus ou moins de même taille, et un caryotype de n = 19 
(Cave, 1964) ; celui de Dracaena et Sansevieria est de n = 20 (Granick, 1944), de 
Phormium est de n = 16 (Darlington et Wylie, 1955, Gomez Pompa, 1963) et 
Doryantes est de n = 24 (Cave, 1964). Seul le genre Hosta de Chine et du Japon ont 
le caryotype binaire des Agavacées (Takhtajan,1980), quoique ses rapports 
phylogénétiques paraissent plus proches du genre Clorophytum, d’origine africaine 
[d’après Eguiarte et al., 1994]. 
 
 Après 1960, les scientifiques ont proposé différents arrangements dans les 
familles Liliacées, Amaryllidacées et Agavacées. Satô (1942), Wunderlich (1950) et 
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Tkhtajan (1980) proposent la formation d’un plus grand nombre de familles ou 
groupes. Gomez-Pompa (1963), Gomez-Pompa et al., (1971), Thorne (1968) et Mc 
Vaugh (1989) proposent l’unification des familles Liliacées et Amarillidacées dans  la 
famille Amatyllidacées. Cronsquist (1968, 1981) propose aussi l’union des deux 
familles, mais sans les Agavacées placées dans un autre groupe. Lawrence (1951), 
Porter (1967) et Benson (1979) proposent de séparer les Amarylliacées et Liliacées, 
mais sans y insérer les Agavacées [d’après Eguiarte et al. ,1994]. 
 
 Dans un nouveau système de classification, Dahlgre et al. (1985) propose un 
arrangement plus strict des Agavacées en deux sous-familles : la famille des 
Yuccoidées avec ovaire supère qui inclus les genres Yucca et Hesperaloë, et 
Agavoidées avec les genres Agave, Beschorneira, Fucraea, Manfreda, Polianthes et 
Prochnyanth ; et la famille des  Nolinacées qui contient les genres Beaucarnea, 
Calibanus, Dasylirion y Nolina. Cette classification a été étayée par les recherches 
récentes sur l’ADN du chloroplaste, réalisées par Eguiarte et al., (1994) et  Bogler et 
Simpson (1995). Cependant des différences morphologiques permettent de 
distinguer les deux familles. Les Agavacées ont des semences avec  
phytomelanomes qui donnent une pigmentation noire, des grandes fleurs bisexuelles 
et des fruits triloculaires avec plus de deux ovules ; alors que les Nolinacées ont des 
semences sans phytomelanomes, des fleurs polygamodioiques, petites, unisexuelles 
et des fruits loculaires avec 1, 2 voire 6 ovules [d’après García, 1995]. 
 
 Le tableau I.1 résume l’évolution des classifications proposées par les différents 
auteurs. 
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Hutchinson 
(1964) 
Traub 
(1953) 
Takhtajan 
(1980) 
Dahlgren y 
Clifford (1982) 
Dahlgren, Yeo 
Clifford (1985)
  Ordre Ordre Ordre 
  Asparagales Asparagales Asparagales 
  Sous-ordre   
  Lilineae   
Famille Famille Famille Famille Famille 
Agavacée Agavacée Agavacée Agavacée Agavacée 
Tribu Tribu Tribu Sous-famille Sous-famille 
Agavacée Agavacée Agavacée Agavoidée Agavoidée 
Genre Genre Genre Genre Genre 
Agave Agave Agave Agave Agave 
 
Tableau I.1. :  Classification taxonomique des Agavacées et famille 
[Ojeda, 1995 ; Eguiarte, 1995] 
 
  I.1.1.4  Toxonomie actuelle 
 
 Les recherches actuelles sur l’origine et les affinités avec les autres plantes 
s’accordent sur la division de la famille des Agavacées en deux sous-familles : 
Yucocoidées (yucas), et Agavoidées (agaves) (tableau I.2.) [Valenzuela, 2003]. 
 
Tribu Genre Sous-genre 
Hesperaloees Hesperaloe  
Bescchomeiee Beschomeria frurcraea  
Agavacée Agave Agave  
Litaca 
  Manfreda 
  Prochnyantes 
  Polyanthes 
  Pseudobravoa 
Tableau I.2. : Famille des Agavacées, sous-famille des Agavoidées 
 (Valenzuela, 2003) 
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 Ainsi, la classification des espèces des agaves a évolué. Le tableau I.3 décrit la 
nouvelle nomenclature des Agaves Tequileros par comparaison à l’ancienne 
classification. 
 
Classification antérieure Classification actuelle 
Agave tequilana Weber A. angustifolia Haw. ssp tequilana cv. azul 
A. angustifolia ssp. tequilana cv. azul 
    enlistado. 
A. per-mulae Trel. A. angustifolia ssp. tequilana cv. siguin 
A. angustifolia ssp. rubescens cv. 
    permulae. 
« Moraleño » (sans description) A. angustifolia cv. gentryii 
« Bermejo-chino bermejo » 
(sans description) 
A. vivipara I. cv. bermejo 
A. subtilis Trel. Ibrid p. 116 A. americana I. cv. subtilis 
« Zopilote » (sans description) A. aff. angustifolia cv. zopilote 
Tableau I.3. : Nouvelle nomenclature des Agaves Tequileros 
[Valenzuela, 2003] 
 
 I.1.2. Répartition géographique de l’agave 
 
 Le Mexique est le territoire de la plus grande diversité des Agavacées (161 
variétés). La figure I.3 montre l’emplacement géographique de la famille Agavacées 
au Mexique et sur le continent américain. Les états les plus riches en Agavacées 
sont Oaxaca avec 52 variétés, Durango y Puebla avec 43, Sonora y Jalisco avec 40, 
Coahuila avec 35, Chihuahua avec 34, San Luis Potosi avec 33 et Nuevo Leon et 
Zacatecas avec 29. 
 
 Les principaux genres d’Agavacées et les zones du Mexique où elles sont 
cultivées sont rassemblés dans le tableau I.4.. La production de tequila dans la vallée 
de Tequila et Atotonilco est réalisée avec les espèces suivantes d’agave : A. 
longisepala Tod., A. permulae Trel (pata de mula), A. pseudotequilana Trel., A. 
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subtilis Trel. (maguey chato) et A. tequilana Weber, cette dernière espèce étant 
recommandée par les producteurs de tequila. 
 
 
Figure I.3. : Distribution de la famille des Agavacées [García, 1995] 
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 I.1.3 Caractéristiques morphologiques et physiologiques de l’agave 
 
  I.1.3.1 Description morphologique générale de l’agave 
 
 Les agaves sont des plantes pérennes, dont la partie souterraine à la forme  
d’un rhizome, et la partie aérienne présente de longues tiges et de grandes feuilles 
fibreuses, disposées en forme de rosette et qui finissent en épine. Les fleurs se 
trouvent à la fin de la tige (figure I.4) et sont de couleur jaune-vert, avec ovaire infère 
[Conzatti 1947 ; Gentry 1978, 1982]. 
 
Genre Zone de culture Référence 
Agave tequila Weber 
Guanajuato, Jalisco, 
Michoacan, Nayarit. 
 
Agave guadalajara Trel. Jalisco  
Agave tequilana F.A.C. 
Weber 
Jalisco (près de tequila) 
Bull. Mus. Hist. Nat. 
(Paris, France), 8 : 220-
223 
Agave pedrosona Trel. 
San Pedro Tlaquepaque, 
Jalisco 
Stanley, Contr. U.S. Natl. 
Herb., 23 : 116, 1920 
Agave subtilis Trel. tequila, Jalisco 
Stanley, Contr. U.S. Natl. 
Herb., 23 : 116, 1920 
Agave palmaris Trel. Mezatepec, Jalisco 
Stanley, Contr. U.S. Natl. 
Herb., 23 : 116-117, 1920 
Agave per mulae Trel. 
El Llano près de tequila, 
Jalisco 
Stanley, Contr. U.S. Natl. 
Herb., 23 : 117, 1920 
Agave pseudotequilana 
Trel. 
Tuxpan, Jalisco 
Stanley, Contr. U.S. Natl. 
Herb., 23 : 116, 1920 
 
Tableau I.4. : Les principaux genres d’Agavacées et les zones du Mexique où 
elles sont cultivées 
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Figure I.4. : Agave tequilana W. cv azul avec floraison 
 
 Les agaves sont monocarpes, ont une seule floraison, après laquelle la plante 
se dessèche. Sa reproduction est principalement asexuée, par rejets. En effet, même 
si sa reproduction sexuée produit une grande quantité de semences, les conditions 
de germination ne sont pas très favorables, et la déperdition est forte. Ainsi, la 
reproduction est plus sûre par les rejetons à partir du rhizome (figure I.5). 
 
 
Figure I.5. : Rejetons de l’agave tequilana W. cv azul  
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 L’agave tequilana Weber est une plante à feuilles de couleur bleu-vert, minces, 
et presque plates, mesurant 1,25 m de longueur, et de 8 à 10 cm de large ; l’épine 
terminale de la feuille, de 2 cm, est de couleur rouge. (Figures I.6  et I.7). 
  
 
Figure I.6. : Les grandes feuilles de l’agave tequilana W. cv azul 
 
 
        Figure I.7. : Epine terminale des feuilles de l’agave tequilana W. cv azul 
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 De façon générale, les agaves cultivées au Mexique présentent un grand 
volume par rapport à la surface foliaire, et les feuilles possèdent un tissu parenchyme 
chlorophyllien (chlorenchyme épais). La cuticule cireuse externe est épaisse, avec  
une faible fréquence de stomates. Les tissus charnus sont riches en eau, qualifiés de 
succulents. Enfin, les racines sont distribuées principalement dans les premiers 
centimètres du sol pour pouvoir absorber rapidement l’humidité. Elles présentent 
aussi des rejetons succulents [Nobel et al, 2002]. 
 
 Le tableau I.5 dresse une comparaison des aspects morphologiques des 
agaves tequilana et mapisaga utilisées respectivement pour la production de la 
tequila et du pulque.   
 
Caractéristiques 
Agave tequilana  
W. cv azul 
Agave mapisaga T. 
Rapport vol/surface (mm) 3,3 12,4 
Epaisseur de la cuticule cireuse (µm) 2,2 27 
Fréquence de stomates (µm) 70 29 
Longueur de stomates (µm) 33 60 
Epaisseur du chlorenchyme (mm) 1,5 1,4 
Profondeur de racines (cm) 15-20 20-25 
                     
Tableau I.5. : Caractéristiques morphologiques de l’agave tequilana W. cv azul 
et de l’agave mapisaga (Valenzuela 2003) 
 
 Selon son âge, la tige (ou tête) de l’agave tequilana W. cv azul varie entre 20 et 
60 cm de hauteur, et 5 et 80 kg de poids (figure I.8). 
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Figure I.8. : Têtes (tige) d’agave tequilana W. cv azul 
 
 
 
 I-20
 
  I.1.3.2. Physiologie générale de l’agave 
 
 Les adaptations des plantes au milieu naturel plantes se traduisent par sa 
morphologie et sa physiologie. Il existe une grande diversité de plantes fanerofites, 
camefites et terofites « bioestacionelles » regroupées dans le groupe des arido-
actives. Parmi les adaptations des plantes des zones arides se trouve la succulence, 
qui est une caractéristique des plantes qui retiennent l’eau lors des périodes de 
sécheresse, pendant lesquelles les racines meurent par manque d’eau. Les agaves 
font partie de ce type de plantes, et sont classées dans la catégorie des camefites 
[Weber, 1997]. 
 
 Les plantes de ce type possèdent un métabolisme adapté au milieu aride, 
appelé M.A.C., pour Métabolisme Acide Crassulacées. C’est le cas dans les familles 
des Cactacées, des Crassulacées, des Euphorbiacées, des Liliacées, des 
Agavacées et des Airoacées. Dans la majorité de ces plantes, la morphologie et les 
organes photosynthétiques ont une importance déterminante sur la productivité de la 
plante [Ting, 1975]. Ainsi la survie des plantes à M.A.C., dans des conditions 
naturelles de sécheresse prolongée et erratique, dépend de la présence d’une 
cuticule extérieure très résistante à l’eau pour empêcher le dessèchement. Ce qui est 
bien le cas des feuilles d’agave. Par ailleurs, les études menées sur l’orientation des 
feuilles et l’absorption des radiations solaires ont montré que les principales 
caractéristiques des feuilles d’agave sont la rigidité, l’opacité, la symétrie radiale 
profonde, la capacité de stockage de l’eau et le métabolisme M.A.C. [Walter, 1997]. 
 
 Les agaves absorbent ainsi le CO2 pendant la nuit lorsque les stomates sont 
ouverts, et le fixent sous forme de composé à 4 carbones sous l’action de l’enzyme 
phosphoénol-pyruvate-carboxylase.  
 
 Ces composés sont accumulés dans les vacuoles du chlorenchyme, 
principalement sous forme d’acide malique, jusqu’au matin où les stomates se 
ferment. Durant le jour, les réactions photochimiques fournissent l’ATP et le NADPH 
+ H+ au cycle de Calvin, et les acides organiques, stockées pendant la nuit, libèrent 
le dioxyde de carbone nécessaire à la synthèse des glucides dans les chloroplastes. 
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  I.1.3.3. L’inuline de l’agave 
 
 Les plantes chlorophylliennes synthétisent un grand nombre de composés 
organiques, fondamentaux ou secondaires. Une partie de ces substances sert à 
l’édification des divers tissus de la plante : ce sont les substances plastiques ou 
substances de structure comme les polysaccharides pariétaux (cellulose, 
hémicelluloses, pectines, …). D’autres substances sont utilisées dans la respiration  
cellulaire et fournissent ainsi à la plante l’énergie dont elle à besoin : ce sont les 
substances énergétiques. Lorsqu’elles ne sont pas consommées immédiatement, 
elles sont mises en réserve, sous une forme plus ou moins condensée [Deysson, 
1982] qui peut être de nature lipidique, protéique ou glucidique selon la plante. La 
figure I.9. résume la biosynthèse des principaux glucides de structure et de réserve 
chez les végétaux. 
 
 Ainsi, l’une des caractéristiques des plantes C4 est la synthèse de l’amidon dans 
le stomachloroplastique et celle du saccharose dans le cytosol (figure I.10.). 
Quelques espèces comme la canne à sucre (Saccharum sponraneum) ou la 
betterave (Beta vulgaris) n’accumulent que peu ou pas d’amidon, mais stockent le 
carbone essentiellement sous forme de saccharose, dans les vacuoles des cellules 
foliaires puis dans celles des tiges ou des racines.  Mais chez certaines espèces, 
notamment des Composées et des Campanulacées, il n’y a que peu ou pas 
d’amidon, et les réserves glucidiques sont constituées par des fructosanes dont le 
plus important est l’inuline [Deysson, 1982]. 
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Figure I.9. : Schéma résumant la biosynthèse des princip
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Figure I.10. : La synthèse de l’amidon dans le stromachloroplastique  
et la synthèse du saccharose dans le cytosol [Hartmann, 1998] 
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 L’inuline est un polysaccharide de réserve trouvé dans les plantes de la famille 
des Artéracées, notamment dans les bulbes et racines de dahlias, de topinambour, 
d’artichauts et de pissenlits. Elle est ainsi nommée parce qu’elle a été extraite pour la 
première fois des parties souterraines d’Inula Haleneum (Rose) [Deysson, 1982].  
 
  Ainsi, si dans les feuilles de topinambour  il existe de l’amidon, du saccharose 
et des sucres réducteurs, comme dans les feuilles de betterave, dans les tubercules 
se trouve une transférase : l’inulosucrase qui transfère le fructose, dont le saccharose 
est donneur, sur du saccharose accepteur, en libérant une molécule de glucose. Le 
fructose pourrait aussi être activé sous forme d’UDG fructose ou GDP fructose puis 
fixé plusieurs fois de suite sur une molécule de saccharose [Deysson, 1982]. 
 
                              Inulo-sucrase 
    Saccharose n           Saccharose (fructose) n-1 +  n-1 Glucose 
 
 Il se forme ainsi une série de polyfructosaccharoses ou glucofructosanes, à 
chaîne plus ou moins longue : 11 à 16 unités de fructose dans la synanthrine 
(Dedonder) et 30 à 40 pour l’inuline.  
 
 Dissoute dans les vacuoles et constituée de 30 à 40 unités de fructose liés par 
des liaisons glycosidiques en β (1-2), et d’une à deux molécules de glucose placées 
en bout de chaîne, l’inuline est donc en fait un glucofructosane. C’est une des rares 
formes de stockage des glucides facilement disponibles chez les végétaux. Les 
sources les plus intéressantes sont la chicorée (Achorium sp.) et le Topinambour 
(Jérusalem artichoke, Helianthus tuberosus L.) exploitées industriellement pour la 
production d’inuline,  de fructose et de glucose [Abderrazak, 2000]. 
 
 Les agaves, plantes C4 qui utilisent le métabolisme acide crassulacée (MAC) 
pour la fixation du CO2 sont aussi un exemple dans lequel les polyfructosanes sont 
les principaux glucides de réserve synthétisés et stockés dans la tige. Leur structure 
est en relation avec l’espèce de l’agave [Wang, 1988]. Sánchez-Marroqui (1953)  et  
Bathia (1979) décrivent un polyfructosane semblable dans l’agave tequilana W. cv 
azul et  l’agave americana, de type inuline, avec des liaisons β (1-2). D’autres 
chercheurs (Aspinall, 1959 ; Satyanarayana, 1976 ; Dorland, 1977) signalent dans 
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l’agave veracruz, un mélange complexe de fructosanes, avec un grand nombre de 
branchements des unités glucose à l’intérieur, et des liaisons β (1-2) (inuline), β (2-6) 
(lévanes). Enfin, Wang (1998) a décrit pour Agavi deserti un fructo-oligosacharide 
avec des unités glucose intérieures, et un degré de polymérisation de 5 dans le tissu 
vasculaire. 
 
 Récemment, López et al. (2003) ont extrait les polyfructosanes de l’agave 
tequilana Weber var. azul,  âgée de 8 ans. La caractérisation de ces fructosanes a 
donné comme résultat un degré de polymérisation compris entre 3 et 29, et une 
composition complexe de  fructo-oligosacharides avec des liaisons de β (1-2) et β (2-
6) différentes des inulines rencontrées dans les autres plantes. Ils proposent une 
structure de l’inuline d’agave tequilana Weber var. azul constituée par trois types de 
fructosanes connus : l’inuline, les levanes et la neoinuline (figure I.11). 
 
 
 
 
Figure I.11. : Structure de la molécule d’inuline de l’agave tequilana W. cv azul 
d’après Lopez et al (2003) 
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 I.1.4  Culture, maturité et récolte de l’agave  
 
 De façon générale, les agaves se développent sur des sols rocheux, calcaires, 
argileux, bien irrigués, riches en nutriments, et plus spécialement en azote. Ce 
dernier élément est celui qui parait être le plus limitant pour l’activité métabolique de 
certaines agaves. Ce sont des plantes relativement sensibles à la salinité, mais peu 
sensibles à de hautes concentrations en calcium, cuivre ou zinc des sols dans 
lesquels elles poussent. En particulier, cette adaptation aux sols riches en calcium se 
traduit par une accumulation dans l’agave de cet élément sous forme d’oxalate de 
calcium, comme dans le cas des plantes succulentes [Walter, 1997]. 
 
 La durée nécessaire à l’agave pour parvenir à l´état de maturité dépend du 
climat. Dans la vallée de tequila au Mexique, où les conditions climatiques sont 
chaudes et sèches, l’agave tequilana Weber arrive à sa maturité pour sa récolte 
industrielle au bout de 6 à 7 ans. Dans la vallée d’Atotonilco, le temps de maturité est 
atteint au bout de 9 ans, car même si la pluviométrie y est plus forte, les 
températures sont plus faibles.  
 
 Pour caractériser les stades de l’agave et comparer sa productivité, Novel et 
Valenzuela (1987) ont étudié l’évolution de la répartition pondérale des matières 
sèches de cinq parties de la plante : les feuilles vivantes (cône central), les feuilles 
sèches, la tige, les racines et les rejetons ou rhizomes (tableau I.6). Il apparaît 
clairement que le poids de la tige augmente avec l’âge de la plante ; et la qualité de 
l’agave mûre est en rapport avec la concentration en sucre et l’augmentation de la 
matière sèche dans la tige [Aguirre et coll. 2001]. 
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Partie de l’agave 
1 (an) 
(% M.S.) 
3 (ans) 
(% M.S.) 
6 (ans) 
(% M.S.) 
Feuilles vivantes 66,0 56,7 55,0 
Feuilles sèches 9,9 9,4 9,3 
Tige 7,4 9,2 14,2 
Racines 12,2 11,11 0,3 
Rejetons et rhizomes 0 6,4 4,5 
 
Tableau I.6. : Répartition des différentes parties de l’agave tequilana Weber  
en fonction du temps (Nobel et Valenzuela, 1987) 
 
 Le glucose et le fructose sont les deux sucres libres trouvés en faibles 
concentrations dans la plante tout au long de son cycle de vie ; alors que la 
concentration en polyfructosanes, forme de stockage des sucres dans l’agave, 
augmente avec l’âge, pour atteindre un maximum à maturité. La concentration en 
glucose et fructose passe cependant par un maximum lorsque la plante atteint 4 ans, 
probablement liée à la demande pour la production de rejetons et le démarrage du 
développement des fleurs. 
 
 Ainsi, lorsque les quantités de substance de réserve et les conditions 
climatiques sont adéquates, ces substances migrent de la feuille vers la tige. Les 
feuilles changent de couleur et s’inclinent vers le sol en se séparant de la tige. Cette 
dernière change aussi, augmente de taille, et ressemble à un gros ananas, comme la 
nomment les agriculteurs et les producteurs de tequila. Avec la migration de la 
production de sève des feuilles vers la tige, commence la formation de la tige florale 
dans la partie centrale de la plante. 
 
 La durée nécessaire à l’agave, pour parvenir à l’étape florale, est similaire pour 
les espèces A.longisepala, A. subtilis, A. tequilana. La récolte de l’agave doit se faire 
avant que la plante commence à fleurir. Au-delà, la teneur en polyfructosanes 
diminue rapidement au profil de la concentration en sucres libres [Méndez, 1999]. 
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 Pour la récolte, les agriculteurs commencent par couper les feuilles à la base de 
la tige et la dégagent du sol (figure I.12). Elle ressemble alors tout à fait à une grosse 
tête d’ananas qui peut atteindre plus de 80 kg.  L’indice de recolte de la tête d’agave 
tequilero à maturité est de 50 % de la biomasse totale [Díaz, 1999].  L’obtention d’un 
jus est alors favorisée par la structure rigide des tissus de la tête, et la teneur en 
polyfructosanes, d’une longueur de chaîne maximum, est la plus élevée [Méndez, 
1999]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                   
Figure I.12 : Découpe des feuilles de l’agave tequilana W. cv azul 
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I.2 La transformation des agaves 
 
 La transformation des agaves se fait par cuisson des têtes et extraction d’un jus 
sucré. Le résidu  solide porte le nom de bagasse, comme dans le cas de la canne à 
sucre. Dans certains cas, l’extraction du jus sucré des agaves est menée directement 
sans l’étape de cuisson. L’extrait est appelé « aguamiel » par les espagnols. La 
fermentation des jus sucrés conduit à deux types de boissons traditionnelles : 
 
- Le Pulque. Comme le vin, cette boisson est préparée par fermentation des 
sucres, et consommée sans autres transformations. 
 
- Le Mezcal et la tequila. Ces boissons sont les alcools issus de la distillation 
des jus fermentés. 
 
 
 I.2.1  Le pulque 
 
 Depuis sans doute plus de trois milles ans, le pulque est une boisson 
traditionnelle du Mexique. L’origine du pulque n’est pas vraiment connue, mais la 
fermentation spontanée des jus recueillis par incision des tiges d’agave en a fait une 
boisson « reconstituante », contenant les «forces spirituelles » associées à de 
nombreuses divinités, parmi lesquelles la déesse Mayahuel (figure I.13) décrite dans 
les manuscrits anciens mexicains. Une fresque murale, appelée « Buveurs de 
Pulque »  datée de 200 ans D.C a été découverte dans la grande pyramide de 
Cholula, Puebla, Mexique. 
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Figure I.13. : Mayahuel déesse de l’agave [Valenzuela, 2003] 
 
 Boisson traditionnelle des indigènes et des métis du plateau central du Mexique, 
décrite par l’historien Fray Bernardino de Sagum pendant la conquête espagnole, le 
pulque  a été produit dans de nombreuses régions du Mexique à partir de différentes 
variétés d’agaves : 
 
• Dans la vallée du Mezquital, qui est une zone semi-aride de l’état de 
Hidalgo [A. americana var. Americana (Santo Domingo, Blanco, 
Arábanda, Uanthe), A. mapisaga var. Mapisaga (Penca larga), A. 
salmiana var. Crassispina (Prieto, Maguey bueno, Hok’uada, verde, 
Mu’ta, Xa’mni, Gaax’mini, Manso, Blanco, Poblano, Chulaqueño, Chino) 
y  A. sp. (Puya larga)]. 
 
• Dans les vallées centrales d’Oaxaca [Agaves Americana var. 
oaxacensis, dite maguey pulquero ou maguey blanc]. 
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• Dans la vallée de Mexico, dans les états de Puebla, Hidalgo, Tlaxcala et 
dans l’état de Mexico [A. salmiana (Xamini), A. mapisaga (penca larga), 
A. salmiana var. chalqueño (Chalqueño),  A. salmiana var. ayoteco 
(ayoteco), A. salmiana var. salmiana (manso)]. Hidalgo, en particulier la 
région d’Apan, produit les pulques les plus réputés, comme celles de 
l’état du Mexico. L’agave chalqueño est considérée comme la meilleure 
variété. 
 
• Dans les hauts plateaux Potosino-Zacatecano, répartis dans les états 
de San Luis Potosí, Zacatecas, Mexico, Puebla, Hidalgo, Tlaxcala et 
Oaxaca. Cette zone, appelée Mesoamerique, est dominée par la culture 
de l’agave salmiana, apportée par les groupes de populations 
Tlaxcaltecas déplacés par les espagnols pendant la colonisation pour 
travailler dans les mines [Vázquez, 1982]. 
 
• Enfin dans la région de Jalisco, les agaves sont aussi utilisées pour la 
production de pulque (Agave salmiana, A. Americana var. americana, 
A. maximiliana y A. hooker) [Valenzuela et all., 2003]. 
 
 Le pulque est aussi devenu une boisson populaire mexicaine, consommée à 
domicile mais aussi dans de nombreux débits de boissons appelés « pulquerías ». 
Cependant, lorsque les espagnols ont commencé à produire le mezcal, la production 
traditionnelle de pulque a diminué [Walter 1997], et sa consommation dans les débits 
de boisson est aujourd’hui nettement concurrencée par celle de la bière. 
 
 I.2.2 Le mezcal 
 
 Le mot « mezcal » est un mot « náhuatl », langue des anciens habitants de la 
Mesoamérique, composé  de « melt », utilisé pour nommer les agaves, et « ixcalli » 
qui veut dire cuite au four. Le mot est en fait utilisé pour décrire la liqueur et la 
matière première. Aujourd’hui, cette dernière est aussi désignée sous le nom de 
maguey, pour décrire l’ensemble des variétés d’agaves à partir desquelles sont 
produites le pulque et le mezcal, par différence avec les agaves utilisées pour la 
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production de tequila. Actuellement, le mezcal désigne la liqueur populaire 
consommée au Mexique, résultant d’une distillation des jus fermentés issus des tiges 
cuites de certains magueys sylvestres et cultivés dans les régions arides et semi-
arides du Mexique. 
  
 Ainsi, la première différence avec le pulque est que le mezcal est obtenu à partir 
des jus issus de la cuisson des têtes d’agave. La coutume de cuire les magueyes et 
d’autres plantes du désert s’est propagée depuis le grand cañon d’Arizona jusqu’à 
Tehuantepec au Mexique ; les magueys cuites étaient alors utilisées comme aliment. 
Les jus fermentés, obtenus après cuisson, étaient consommés par les indigènes des 
régions de la côte Pacifique, de Sonora jusqu’à Oaxaca. Il n’y a pas de preuves que 
les anciens habitants de la Mesoamérique connaissaient le processus physico-
chimique de la distillation, et ce sont les espagnols qui l’ont introduit au seizième 
siècle. Mais au dix-septième et dix-huitième siècle, ces mêmes espagnols ont freiné  
le développement des produits locaux de distillation, qui entraient en concurrence 
avec les liqueurs importées du continent européen. Cependant, la fabrication du 
mezcal et d’autres eaux de vies s’est poursuivie localement pour alimenter les 
travailleurs des mines, et ces alcools se sont finalement imposés, moyennant une 
taxation de leur distribution. 
 
 Traditionnellement, la fabrication du mezcal se fait en plusieurs étapes : 
 
• La cuisson des têtes d’agave est menée dans des fours enterrés. Dans 
une cavité d’un mètre de profondeur, et de largeur et longueur 
suffisante pour y déposer soixante à soixante-dix têtes d’agave, un lit 
de roches basaltiques (pierre de lave) est chauffé à blanc par un feu de 
bois. Les têtes d’agave sont alors déposées sur le lit de pierres 
chaudes, sont couvertes par des branches (Ambrosia ambriosioiderz), 
puis par une couche de terre. La cuisson dure deux jours. 
 
• A la fin de la cuisson, les têtes d’agave sont triturées dans des moulins 
à meule rotative, du type moulin chilien, analogue aux moulins utilisés 
pour la mouture des grains de céréale, mais installés dans une cuve 
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permettant de récupérer le jus, comme dans le cas des moulins pour 
l’extraction des jus sucrés de canne à sucre. 
 
• Les jus récupérés sont transportés dans des bassins en argile où ils 
fermentent pendant deux jours. Le moût fermenté est alors distillé en 
une seule fois dans des alambics traditionnels. 
 
 Dans de nombreux petits villages, le mezcal est encore élaboré de cette façon 
traditionnelle. Mais aujourd’hui, des petites unités industrielles sont installées, comme 
par exemple dans la région d’Oaxaca, pour produire le mezcal de façon moins 
artisanale, comme est produite actuellement la tequila. 
 
 I.2.3 La tequila 
 
 Connue aujourd’hui dans le monde entier, la tequila est une boisson alcoolisée 
régionale fabriquée au Mexique depuis plus de 400 ans, tout comme le mezcal. Elle 
est considérée comme issue du métissage de deux cultures : 
 
        - D’une part  la culture des populations indigènes du Mexique, qui exploitent 
l’agave appelée metl comme source de fibres et de boisson sucrés (aguamiel) et 
fermentées (pulque). De nombreuses représentations de metl, nom donné aux 
agaves de Mayahuel, déesse de l’agave, et des rituels qui leurs sont associés, en 
témoignent. Avec les autres divinités dans les manuscrits anciens Borgia, Mayahuel 
représente les archétypes de la Grande Terre et de la Mère Terre, associant les 
notions de Mère Créatrice, de protection et d’abri, et la « tranquillisante présence 
féminine » [Ojeda 2002]. Cependant, la tradition Mayahuel postclassique est 
associée aux agaves « aguamieleros », c’est-à-dire producteur d’eau avec des 
sucres, qui poussent naturellement dans les zones tempérées et appartiennent au 
groupe des agaves Salniane. Elles sont différentes des agaves tequila, Rigidae, qui 
ne produisent pas directement l’aguamiel [Valenzuela 2003]. 
 
     - D’autre part la culture des conquérants espagnols qui ont apporté la 
technologie de la distillation des jus fermentés pour obtenir les alcools. 
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 Ainsi, au début du seizième siècle, Humbolt dans ses écrits mentionnait déjà les 
boissons de l’agave. Les conquérants espagnols ont découvert cette boisson 
enivrante, appelée par les indigènes octili poliuqui, le pulque, utilisée alors comme 
médicament et pour les cérémonies religieuses [Martínez, 1998]. Habitués à boire 
des boissons alcooliques fortes, les espagnols se sont intéressés à la distillation du 
pulque et des autres boissons alcooliques produites à partir de l’agave. Ils ont alors 
expérimenté le processus de fermentation et de distillation des jus avec différentes 
agaves qu’ils désignaient sous le nom de maguey, par analogie avec une plante 
ressemblante des caraïbes. Au cours des dix-septième et dix-huitième siècles, le 
procédé de distillation se développe dans les régions de Amatitlán et de Tequila, 
dans les fermes espagnoles. En 1621, la collecte de l’agave tequilana W. cv azul, 
dite mezcal bleu, se faisait à partir des plantes sauvages dans la région du ravin de 
Tequila. La boisson produite à partir de ses jus a été transportée à Guadalajara, dans 
l’état de Jalisco. Et en 1695, Pedro Sáncrez de Tagle a développé la culture de 
l’agave bleue dans la vallée de tequila [Valenzuela, 2003]. Au dix-huitième siècle, les 
premières distilleries et tavernes se sont établies : celles de Pedro Sáncrez de Tagle, 
et celle de la Rojeña, cette dernière produisant avec une permission du Roi 
d’Espagne datée de 1795 [Luna, 1991, Valenzuela, 2003]. 
 
 La qualité des alcools distillés dans le village de Tequila, pendant les dix-
huitième et dix-neuvième siècles, est à l’origine de leur nom, qui les distingue des 
mezcal [Muría, 1990]. Outre la réputation de qualité des alcools distillés, cette 
appellation s’appuie aussi sur la signification du mot tequila d’origine nahuatl : 
« téquitl » qui signifie travail, emploi, fatigue et « tlan » qui signifie lieu. Ainsi, le mot 
tequila est associé au travail dans la campagne, à la fabrication du couteau en 
obsidienne et à la coupe de l’agave [Muria, 1990]. Cependant, avant de parvenir à 
être connue et exportée au niveau mondial avec la dénomination d’origine contrôlée, 
la tequila aura traversée une partie de l’époque de la vice-royauté et de la 
colonisation espagnole, la guerre d’indépendance, la réforme, deux interventions 
étrangères, le Porfiriato, la révolution mexicaine et la post-révolution. Ainsi au dix-
neuvième siècle, la production de tequila arrive à son apogée avec 60 000 hectares 
de surfaces consacrées à la culture de l’agave bleue. Sa commercialisation est alors 
améliorée par la construction du réseau ferroviaire, et en 1810, elle commence à être 
exportée aux Etats Unis [Valenzuela, 2003]. Mais les maladies de la plante, la 
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révolution mexicaine et les problèmes politiques postérieurs ont durement affecté la 
production de tequila. Elle a acquis une réputation internationale, concrétisée dans 
l’art populaire, la littérature et le cinéma, très ancrée dans l’identité régionale et 
nationale mexicaine avec les « charros » et le « mariachi » [Valenzuela, 2003]. 
 
 Ce n’est cependant qu’en 1944 qu’un groupe d’industriels producteurs de 
tequila a demandé l’appellation contrôlée, et a formé en 1959 la Chambre Régionale 
de l’Industrie de la tequila. L’appellation d’origine contrôlée a été acceptée en 1974 
[Valenzuela, 2003]. Actuellement, la tequila est produite exclusivement à partir 
d ‘agave tequilana Weber cv azul, ou agave tequilana Weber, cultivée dans l’état de 
Jalisco et quelques municipalités de Guanajuato, Michoacán, Nayarit et Tamaulipas 
(figures I.14 et I.15) [Cámara Tequilera, 2003]. 
 
 La norme officielle DGN-R-9-1964 définissait la tequila comme une boisson 
alcoolique régionale fabriquée par distillation et purification des miels préparés 
directement à partir des matières extraites dans la fabrique, obtenus par broyage-
pressage des têtes mûres d’agave tequilana W. cv azul, avant ou après hydrolyse ou 
cuisson, et fermentation alcoolique avec des levures, cultivées ou non. La crise de la 
production d’agave, dans les années 1950, a conduit à élargir cette définition en 
autorisant la chaptalisation, c’est-à-dire l’ajout des sucres d’autres origines dans 
l’extrait de l’agave, en proportion inférieure à 49 % du total des sucres, le mélange ne 
devant pas être réalisé à froid [SECOFI, 1997]. 
 
 En 1994, le Conseil Régulateur de la tequila A .C. (Association Civile) à été 
formé pour vérifier et contrôler la qualité de la tequila. En janvier 1996, le Mexique est 
entré en négociation avec l’Union Européenne pour faire reconnaître l’appellation 
d’origine contrôlée de la tequila mexicaine et sa protection contre les imitations. 
 
 Outre par la zone de production et la variété de l’agave, la tequila se distingue 
aussi du mezcal par son procédé de fabrication qui s’est largement industrialisé. 
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Figure I.14 : Région de culture de l’agave tequilana Weber cv azul  pour  
la production de tequila [Cámara Tequilera, 2003] 
 
 
Figure I.15 : Région de l’appellation d’origine contrôlée de culture de l’agave 
tequilana Weber cv azul  utilisé pour la production de tequila 
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 I.2.4 La production industrielle de la tequila 
 
 Les procédés de fabrication de la tequila sont spécifiques à chaque usine. 
Quelques fabriques font appel à de nouvelles technologies, et seulement deux usines 
utilisent le procédé original traditionnel. Six étapes principales constituent ces 
procédés : la sélection et les analyses de la matière première agave tequilana W. cv 
azul, la cuisson et le broyage, l’extraction des miels et la séparation de la bagasse 
d’agave, la fermentation et la distillation et enfin, le contrôle de la qualité. (figure I.16) 
 
  I.2.4.1 Sélection et analyses de la matière première (agave tequilana 
W. cv azul) 
 
 Dans l’usine, le travail commence avec le contrôle des têtes d’agave qui sont 
livrées par les producteurs. Au-delà de la première appréciation visuelle des têtes 
pour savoir si elles sont en bon état, elles sont pesées et les sucres libres sont 
analysés. Ces facteurs permettent de sélectionner la matière première et d’en établir 
le prix. Les têtes d’agave sont stockées à proximité des fours, pour une durée 
maximum de 3 jours, le délai entre la récolte et la découpe des feuilles, et la 
transformation de la tête d’agave ne devant pas excéder 7 jours. Ces durées 
dépendent de chaque fabrique. 
 
  Ι.2.4.2. Cuisson, broyage et découpage des têtes d’agave 
 
 Avant l’extraction du jus des têtes d’agave tequilana W. cv azul, l’hydrolyse des 
polyfructosanes ou inulines, en sucres libres, est nécessaire pour permettre leur 
métabolisation par les levures pendant la fermentation. Cette hydrolyse est réalisée 
par cuisson des têtes et les jus extraits s’appellent miels. 
 
 Dans les fabriques modernes, la cuisson est effectuée dans des autoclaves 
(figure I.17), en utilisant de la vapeur d’eau sous pression. Les têtes d’agave sont 
entières ou découpées en gros morceaux, et la cuisson dure 12 heures. Dans les 
usines traditionnelles, la cuisson est réalisée dans des fours en brique (figure I.18), et 
la cuisson dure 48 heures. 
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Figure I.16 : Schéma du procédé de la production de tequila 
 
 
 I-38
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I.17. : Autoclaves pour la cuisson des têtes d’agave 
 
 
 
 
Figure I.18 : Fours en brique pour la cuisson des têtes d’agave 
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 À la fin de la cuisson, la tête entière ou découpée est transportée dans des 
broyeurs où elle est coupée en petits morceaux avant diffusion des jus sucrés. Dans 
les anciennes fabriques, le broyage est réalisé dans des moulins formés par des 
meules circulaires de quatre tonnes en pierre qui tournent sur un sol autour d’un axe 
central, mû par des animaux ou des moteurs (figure I.19). Dans les usines modernes, 
les moulins sont du même type que ceux utilisés dans les sucreries de canne à sucre 
avec des systèmes à rouleaux, type défibreurs. 
 
 
 
Figure I.19 : Moulins anciens pour le broyage des têtes d’agave cuites 
 
 
  Ι.2.4.3. Extraction du miel et séparation de la bagasse d’agave 
 
 L’extraction du miel de l’agave cuite et découpée se fait par lavage à l’eau 
chaude d’un lit transporté par un convoyeur à bande perforée. La matière est ensuite 
pressée et le jus séparé, du solide (figures I.20a et I.20b.), est envoyé aux réservoirs 
de fermentation. Le résidu solide, qui prend le nom de bagasse, est chargé dans des 
camions pour évacuation (figure I.21). 
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 Avant la fermentation, les miels extraits de l’agave cuite sont éventuellement 
mélangés avec du sucre d’autre provenance (généralement du sucre de canne à 
sucre), dans une proportion maximum de 49 % par rapport au total des sucres. La 
tequila ainsi produite n’aura pas le label de 100 % d’agave. 
 
 
Figure I.20.a : Broyage, pressage et extraction du jus des têtes d’agave cuites 
 
 
Figure  I.120.b : Jus et bagasse d’agave dans le système d’extraction 
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Figure I.21 : Bagasse d’agave à la sortie du procédé d’extraction des miels 
 
  Ι.2.4.4. Fermentation des jus sucrés 
 
 Comme dans tous les procédés de fabrication d’alcool de bouche, la 
fermentation est une étape très importante dans la fabrication de la tequila. Elle est 
réalisée dans des fermenteurs en acier inoxydable (figure I.22) où sont ajustées les 
proportions de miels d’agave, d’eau, de levure et de nutriments. La levure utilisée 
pour la fermentation est Saccaromyces cerevisae, issue des souches dont la 
provenance et la culture sont des secrets de fabrication propre à chaque usine de 
tequila. 
 La durée de fermentation dépend de la température ambiante, mais de façon 
générale, elle est de 48 heures. A l’issue de la fermentation, lorsque le dégagement 
de dioxyde de charbon cesse, le moût est dit « mort » et l’analyse des sucres 
confirme que tous les sucres sont transformés. Outre l’alcool éthylique et le dioxyde 
de carbone, d’autres produits de fermentation sont formés, parmi lesquels le 
méthanol, des alcools supérieurs, des aldéhydes et des esters, ainsi que les 
constituants qui contribuent à l’arôme de la tequila. Dans quelques usines, les moûts 
fermentés sont filtrés pour éliminer les particules en suspension, et envoyés à la 
distillation. Dans d’autres fabriques, seules les grosses particules en suspension des 
moûts sont éliminées. 
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Figure I.22 : Fermenteurs des miels de l’agave 
 
  I.2.4.5. Distillation et rectification 
 
 L’obtention de la tequila, à partir des jus fermentés, est menée en deux étapes 
de distillation : 
 
- La première distillation, appelée « destrozamiento », est menée dans des 
alambics en cuivre ou en acier inoxydable constitués d’un bouilleur dans 
lequel sont introduits les moûts filtrés et d’une colonne où les vapeurs sont 
condensées (figures I.23 et I.24). La tête et la queue de distillation sont 
écartées et évacuées, avec le résidu de distillation des bouilleurs, pour 
former les vinasses. Le liquide, ainsi distillé, porte le nom de tequila 
ordinaire, d’un titre en alcool éthylique de l’ordre de 20 à 30 %, mais n’est 
en aucun cas la véritable tequila. 
 
- La seconde distillation, appelée rectification, est menée dans des alambics 
équipés de colonnes plus efficaces pour la séparation des vapeurs eau-
alcool (figures I.23 et I.24), ou dans les usines modernes, dans des tours de 
distillation continue. Le liquide obtenu, après écart des fractions de tête et 
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de queue, est incolore, d’un titre variant entre 40 et 75 % d’alcool éthylique 
selon l’efficacité de la colonne de rectification, et porte le nom de tequila 
blanche.  
 
 
 
 
Figure I.23 : Première et deuxième distillations des moûts de la fermentation 
des miels d’agave. Appareillages anciens 
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Figure I.24 : Première et deuxième distillations des moûts de la fermentation  
de miels d’agave 
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 Le titre en alcool éthylique est ensuite ajusté en fonction de la destination 
commerciale de la tequila, sous trois principales appellations : 
 
- La tequila jeune (el tequila joven), qui stockée en fûts moins de soixante 
jours, est formulée pour modifier ses caractéristiques organoleptiques et sa 
couleur. 
 
- La tequila «reposée» (el reposado), qui doit séjourner en barriques de bois 
au moins soixante jours. 
 
- La tequila vieille (los añejos), qui est vieillie en fûts de chêne pendant au 
moins un an. 
 
 Les caractéristiques de composition chimique de ces différentes tequilas, selon 
la NORME 006-SCFI-1994, sont rassemblées dans le tableau I.7. 
 
 Actuellement, 63 unités industrielles produisent de la tequila [CRT, 2003]. 
Depuis près de 15 ans, la production de tequila, n’a cessé d’augmenter de près de 
90 millions de litres en 1990 à plus de 140 millions de litres en 2003, la part 
d’exportation augmentant significativement (tableau I.8). 
 
 Cette augmentation de la production de tequila se traduit aussi par celle des 
sous-produits de la transformation de l’agave, dont le traitement représente un coût 
environnemental de plus en plus important. C’est en particulier le cas pour le résidu 
solide d’extraction des jus sucrés : la bagasse. 
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Composition Tequila blanche
Tequila jeune 
ou autre 
Tequila 
reposée 
Tequila 
vieille 
Alcool éthylique (% à 20°C) 30-35 38-55 38-55 38-55 
Extrait sec (g/l) 0-0,02 0-5 0-5 0-5 
Alcools supérieurs dont alcool 
amilique (mg/100 ml) (1)
20-400 20-400 20-400 20-400 
Méthanol  (mg/100 ml) (2) 30-300 30-300 30-300 30-300 
Aldéhydes (mg/100 ml par rapport 
à l’alcool anhydre) 
0-40 0-40 0-40 0-40 
Esters (mg/100 ml par rapport à 
l’alcool anhydre) 
2-270 2-350 2-360 2-360 
Furfural (mg/100 ml par rapport à 
l’alcool anhydre) (3)
0-1 0-1 0-1 0-1 
  
(1) Borne maximum portée à 500 mg/100 ml si le dosage est réalisé par chromatographie 
 (2)  Inférieur à 30 mg/100 ml si le producteur de tequila montre que le procédé de fabrication réduit la 
proportion de méthanol 
 (3)  Borne supérieure 4 mg/100 ml par rapport à la tequila brute 
 
Tableau I.7 : Spécifications des tequilas. NORME 006-SCFI-1994 
[SECOFI, 1997] 
 
Année 
Tequila 100 
% agave 
Tequila 
Total 
production 
Total 
exportation 
Total C. 
nationale 
1990 / 87,9 87,9 58,9 29,0 
1991 / 86,1 86,1 56,7 29,4 
1992 / 93,5 93,5 62,8 30,7 
1993 / 95,6 95,6 65,0 30,5 
1994 / 91,4 91,4 65,0 26,4 
1995 15,6 88,7 104,3 65,0 38,2 
1996 29,4 105,3 134,7 73,4 59,9 
1997 43,0 113,6 156,5 84,4 72,1 
1998 58,0 111,8 61,5 86,5 83,2 
1999 61,5 129,1 190,6 97,3 93,3 
2000 25,1 156,5 181,6 98,8 82,8 
2001 26,5 120,1 146,6 75,6 71,1 
2002 29,0 111,6 140,6 88,0 52,6 
2003 36,0 104,4 140,3 101,8 38,6 
Tableau I.8 : Production de tequila 40% . Éthanol Vol. (Millions de litres)                        
[CRT, 2003] 
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I.3. La bagasse d’agave, co-produit de l’industrie de la tequila 
 
 Le bilan matière de la transformation industrielle de l’agave, pour la production 
de la tequila, permet d’estimer à une valeur moyenne de 0,78 Kg la quantité de 
bagasse résiduelle  par litre de  tequila distillée.  Ce qui,  pour une production  de  
140 millions de litres produits dans la région de production de tequila d’origine 
contrôlée, représente un gisement de près de 110 000 tonnes de bagasse humide 
par année. 
 
 Cette bagasse, résidu fibreux de l’extraction des sucres de l’agave, se présente 
sous forme d’amas de fibres brunes jaunes, qui sèche naturellement relativement 
facilement au soleil, et est abandonnée sur des sites à proximité des usines. 
 
 En dehors de quelques valorisations directes dans des activités artisanales 
comme combustible, dans l’élaboration de briques comme rembourrage pour des 
sièges ou comme garniture pour le calage et l’emballage de vaisselle, cette matière 
première n’est pas valorisée. 
 
 Seules quelques utilisations possibles de la bagasse d’agave sont signalées 
dans la littérature : 
 
• Comme substrat pour la culture de champignons du type 
Pleurotus ostreatus et Pleurotus floridanus [Guzman-dávalos, 
1987]. 
La culture de ces champignons a été réalisé par l’inoculation de 7 kg de 
bagasse d’Agave (hydraté et stérilisée) avec Pleurotus ostreaus 
(souche UNIREB-8) et Pleurotus floridanus (souche INIREB-4), cultivés 
sur blé (stérilisé) pendant 3 semaines à temperature de 28°C. 
 La culture de Pleurotus ostreaus a conduit à un rendement de 62,2 %, 
et de Pleurotus floridanus  à un rendement de 64,7 %. D’après cette 
recherche, la bagasse d’Agave est un bon substrat pour la production 
de champignons Pleurotus, et il est possible d’obtenir 130 kg de 
champignons comestibles par tonne de bagasse d’agave humide.  
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Cependant, la consommation de ce type de champignon ne correspond 
pas aux habitudes alimentaires des mexicains, et sa commercialisation 
s’est soldée par un échec. 
 
• Comme matière première pour la fabrication de panneaux 
composites thermopressés [Nava, 1978]. 
L’obtention de panneaux composites a été étudiée sur une 
thermopresse de laboratoire en fonction des quantités de fibres et de 
résines du type de résine, de la pression et de la température de 
pressage. Les meilleurs résultats, obtenus pour 100 g de bagasse, une 
résine polyester (170 g), avec une pression de 75 kg/cm², une 
température de 75-90°C, en 45 minutes, font état d’une résistance en 
traction de 210 kg/cm², en compression de 660 kg/cm² et en flexion de 
90 kig/cm², pour les panneaux obtenus avec une densité de 1,27 kg/m3 
et une absorption d’humidité de 5 à 9 % en 12 heures et de 8 à 13 % 
en 24 heures. Ces résultats n’ont pas donné lieu à un transfert 
industriel à notre connaissance. 
 
• Comme matière première pour la fabrication de papier [Kurita, 
1982] 
Les qualités des pâtes à papier obtenues par le procédé Kraft à partir 
des fibres de feuilles et de bagasse d’agave tequilana ont été 
comparées. Les rendements en pâte papetière sont plus faibles à partir 
des feuilles qu’à partir de la bagasse, mais la longueur à rupture, les 
indices de déchirement et d’éclatement des papiers sont meilleures à 
partir des feuilles. Ces recherches n’ont cependant pas fait l’objet d’un 
développement depuis. 
 
• Comme matière première pour l’obtention de charbons activés 
[Misuhashi, 1982, Kurita, 1986] 
La bagasse séchée à l’air et broyée est carbonisée à 450°C sous 
atmosphère d’azote. Après refroidissement, le mélange carbonisé est 
granulé et activé à la vapeur à 800-900°C. Cette transformation, qui 
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pourrait apporter une valeur ajoutée intéressante à la bagasse, reste 
concurrencée par celle de nombreuses autres sources abondamment 
disponibles à partir desquelles une production annuelle dans le monde 
estimée à 400 000 t/an est réalisée. 
Ainsi, à la différence de la bagasse de canne à sucre, la valorisation de 
la bagasse d’agave n’a fait l’objet que de peu de travaux, bien que 
l’industrialisation de la production de tequila pose le problème de son 
retraitement lié à son accumulation sur les sites de stockage où elle est 
abandonnée. 
 
 La première étape de la recherche de nouvelles voies de valorisation de la 
bagasse d’agave tequilana W. cv azul, à laquelle nous nous sommes intéressés, a 
donc été de caractériser cette matière première. 
             
  
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CHAPITRE II 
 
 
 
CARACTERISATION DE LA TÊTE ET DE LA 
BAGASSE DE L’AGAVE TEQUILANA W. CV AZUL 
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 La transformation industrielle de l’agave pour la fabrication de tequila génère 
donc deux produits principaux : les jus sucrés d’extraction, dont la fermentation 
conduira à l’alcool, et les bagasses, résidus solides de l’extraction. Pour mieux 
comprendre l’origine de la structure de ce résidu fibreux, nous nous sommes 
attachés dans un premier temps à la caractérisation microscopique, physique et 
chimique de la tête d’agave. Puis nous analyserons la structure physique et la 
composition chimique de la bagasse en vue de proposer de nouvelles voies de 
valorisation de ce co-produit. 
 
 Les matières premières, pour ces observations, ont été collectées sur les 
sites de culture situés dans la région de Tequila et prélevées à l’entrée (tête 
d’agave) et à la sortie (bagasse) de plusieurs fabriques de tequila. Elles 
proviennent d’agaves tequilana cv azul cultivées dans la région de Jalisco, 
autorisées par la Norme officielle DGN-R-9-1964 d´appellation contrôlée (figure 
II.1), effeuillées et récoltées au bout de 3 ans. 
 
 
 
Figure II.1 : Région de Jalisco autorisé par la Norme officielle DGN-R-9-1994                       
d’appellation contrôlée [Cámara Regional de la Industria Tequilera, 2003] 
 
  II-  
 
52
II.1 Caractérisation microscopique, physique et chimique de la tête d’agave 
tequilana W. cv azul 
 
 La tête d’agave est de forme ovoïde, comparable à un ananas (figure II.2), 
d’un diamètre de 40 à 70 cm dans sa partie la plus large, et d’une hauteur de 60 à 
90 cm. Elle pèse entre 40 et 80 Kg. 
 
 
 
Figure II.2 : Tige (tête ou ananas) de l’agave tequilana W. cv azul 
 
 
 Les coupes radiales, réalisées à différents niveaux de la tête, révèlent une 
partie cylindrique centrale de couleur blanche, d’un diamètre compris entre 30 et 60 
cm, qui constitue la tige de la plante, séparé par un anneau plus sombre et mince de 
la partie périphérique de la tête, d’où partent les feuilles (figures II.3, 4 et 5). 
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(b) 
(a) 
 (c) 
Figure II.3 : Parties de la tige (tête)  et des parties  de  ses  feuilles  d’agave 
tequilana W. cv azul,  (a)  tige, (b) séparation entre la tige et les feuilles, 
(c) parties des feuilles qui ont été coupées de l’agave. 
 
Figure II.4 : Parties de la tête d’agave tequilana W. cv azul,  (a) tige,  
Tige
Couche de 
séparation
Feuille
(b) séparation entre la tige et les feuilles, (c) feuilles 
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 (a) 
(b) 
(c) 
Figure II.5 : Parties externes de la tête d’agave tequilana W. cv azul, 
(a) tige,  (b) rosette des feuilles, (c) morceaux des feuilles coupées 
 
 
 A partir d’échantillons prélevés dans la tige, les coupes préparées et 
colorées, pour améliorer les contrastes à l’observation au microscope optique 
(partie expérimentale n° II.1), permettent de distinguer les différentes structures qui 
composent les cellules végétales de la tête de l’agave tequilana W. cv azul  
(figures II.6 à II.10). 
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Figure II.6 : Cellules de xylème secondaire de la coupure latérale de la tige 
d’agave tequilana W. cv azul 
 
           
 
Figure II.7 : Zone épidermique de la coupure latérale de la tige d’agave 
tequilana W. cv. azul 
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                   Xylème             Parenchyme du xylème         Phloème du xylème 
Figure II.8 : Faisceaux collatéraux de la coupe latérale de la tige d’agave 
tequilana W. cv azul 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                     Parenchyme Xylème   Phloème 
                     du xylème     du xylème 
 
Figure II.9 : Faisceaux collatéraux de la coupe latérale de la tige d’agave 
tequilana W. cv azul 
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Faisceau de raphides 
  
Figure II.10 : Faisceau de raphides d’une coupe transversale de la tige 
d’agave tequilana W. cv azul 
 
 L’observation macro et microscopique de la tête d’agave tequilana permet de 
considérer, de façon schématique, cette matière première comme un support 
poreux, de nature fibreuse (parois cellulaires) et de structure alvéolaire 
relativement rigide, contenant une phase liquide aqueuse riche en sucres (contenu 
cellulaire). 
 
 Les résultats obtenus par analyse chimique des constituants (tableau II.1) 
confortent cette représentation simplifiée : 
 
• L’extraction aqueuse de morceaux de tête d’agave, menée dans des 
conditions opératoires où les phénomènes de limitation diffusionelle sont 
minimisés [température 60°C, rapport liquide/solide de 33, temps de 
contact 2 h (partie expérimentale n° II.2)], conduit, après filtration et 
concentration du filtrat, à un précipité de couleur blanc-jaune, avec un 
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rendement de 52 % par rapport à la matière sèche de départ. L’analyse de 
sa composition osidique, par chromatographie liquide ionique haute 
performance,  montre qu’il est constitué à 90 % de fructose, et permet de 
considérer ce précipité comme de l’inuline. Le rendement en matière 
sèche extraite est de  65 % et celui du résidu insoluble de 35 %. 
 
Constituants (% matière sèche) 
Hydrosoluble (1) 65,0 
Total sucres (2) 62,5 
Inuline (3) 52,0 
Insolubles à l’eau chaude (4) 35,0 
Fibres  5) 31,0 
Composition des fibres : (6)  
- Cellulose 55,3 
- Hémicelluloses 17,4 
- Lignine 16,3 
 (1)  Déterminé par extraction à l’eau chaude à 70°C pendant 4 heures
(2) Dosé dans l’extrait aqueux par chromatographie liquide (DIONEX)
(3) Déterminé  par  précipitation  de  l’extrait  aqueux
(4) Déterminé par pesée du résidu d’extraction aqueuse (70 °C, 4 h)   
(5) Dosé  par  la méthode de fibre brute
(6) Dosé  par  la  méthode  au  détergent neutre, détergent  acide  et KMnO4    
 [Van Soest et Wine]  et  exprimé  en % de la matière sèche de fibre 
 
Tableau II.1 : Répartition des principaux constituants de la tête d’agave 
tequilana W. cv azul 
 
• La détermination de la teneur en fibre d’agave, selon la méthode de la 
fibre brute (partie expérimentale n° II.3), montre bien que ce résidu 
insoluble est constitué à 88  % de fibre. 
 
 
• L’analyse de la répartition cellulose – hémicelluloses – lignine du résidu 
insoluble par la méthode de Van Soest  et Wine (partie expérimentale 
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n°II.4) confirme qu’il s’agit de fibres pariétales. Cette répartition est très 
voisine de celle observée pour les feuilles de cette même agave (tableau 
II.2) 
 
Constituants (% matière sèche) 
Cellulose 54,5 
Hémicelluloses 15,2 
Lignine 16,3 
 
Tableau II.2 : Répartition des principaux constituants de la feuille  
d’agave tequilana W. cv azul 
 
 Ces analyses permettent de souligner plusieurs spécificités de l’agave     
tequilana par comparaison avec d’autres plantes sucrières bien connues, mais 
dont les métabolismes sont très différents : 
 
• Sa teneur en eau, après récolte, de l’ordre de 62 %, est nettement plus 
faible que celle des parties de plantes récoltées pour l’extraction 
industrielle de sucres (70 à 80 %), y compris des tubercules de 
topinambour (Jerusalem artichoke, Helianthus tuberosus L.), connus pour 
leur teneur en fructanes (70% de sucres dans la matrice sèche dont 34 % 
d’inuline) [Zoebelein et al., 1997]. La haute teneur en inuline de la tête 
d’agave (62,5% de sucres dans la matière sèche dont 52 % d’inuline 
matière sèche) peut être corrélée à sa faible teneur en eau. 
 
• Sa teneur en fibre (31% de la matière sèche) est aussi nettement plus 
élevée que celle de la racine de betterave (20 % de la matière sèche, pour 
une teneur en saccharose de l’ordre de 70 % de matière sèche). Les 
fibres pariétales sont de nature totalement différente dans cette racine, 
issues essentiellement de tissus parenchymatiques, formés de parois 
primaires, meubles et très peu lignifiées (2 à 5 % de lignine par rapport à 
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la matière sèche), mais riches en pectines (18 à 25 % de la matière 
sèche) avec des teneurs en cellulose et en hémicelluloses équivalentes 
(respectivement 21 à 27 % et 23 à 31 % par rapport à la matière sèche) 
[Damiot, 1998]. 
 
• Par contre la répartition cellulose – hémicelluloses – lignine des fibres de 
tête et d’agave est relativement proche de celle des fibres de tige de 
canne à sucre (cellulose 41 – 58 %, hémicelluloses 24 – 32  %, lignine 13 
– 32 % par rapport à la matière sèche) [Rowell, 1997]. 
 
 Les caractéristiques montrent que les tissus de la tête d’agave sont 
relativement lignifiés, correspondant à des tissus formés majoritairement de parois 
secondaires lignifiées. Ce sont ces tissus qui formeront la bagasse obtenue après 
l’extraction des sucres dans le procédé de fabrication de la tequila. 
 
 
II.2  Caractérisation  de la bagasse d’agave tequilana W. cv azul 
 
 La bagasse d’agave étudiée est une bagasse d’agave tequilana cv azul 
fournie sèche par le propriétaire du confinement des déchets solides de l’industrie 
de la tequila ou collectée fraîche à la sortie des différentes usines de tequila au 
village de Tequila et à la ville de Guadalajara, Jalisco. 
 
 L’extraction des jus sucrés de la tête d’agave est menée après cuisson dans 
des autoclaves à 130°C pendant 12 heures, par broyage et pressage avec des 
moulins et extraction à l’eau (figures II.11 et II.12). 
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Figure II.11 : Cuisson des têtes d’agave tequilana W. cv azul 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. II.12 : Broyage, pressage et extraction des jus de la tête d’agave 
tequilana W. cv azul après cuisson 
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 Le résidu fibreux, obtenu après séparation des jus sucrés, se présente sous 
forme d’amas de fibres, de longueurs et d’épaisseurs variables, relativement 
hétérogènes et foisonnantes, de couleur variant du jaune au marron, en relation 
avec la cuisson en autoclave ou en four de briques (figures II.13 et II.14). 
 
 
 
Figure II.13 : Amas de fibres de la bagasse d’agave tequilana W. cv azul 
 
 
 
 
 
Figure II.14 : Fibres de bagasse d’agave tequilana W. cv azul 
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 II.2.1 Caractérisation physique 
 
 Le tamisage de la bagasse séchée à l’air, jusqu'à une humidité résiduelle de 
10%, permet d’en déterminer les caractéristiques suivantes : 
 
• La longueur des brins de fibres isolés varie de 0,5 à plus de 10 cm, pour 
des diamètres compris entre 0,3 et 4 mm. 
 
• Trois fractions de fibres sont obtenues (figure II.15) à travers des tamis de 
maille 0,5, 10 et 20 cm : 
 
- 49 % de fibre  longue (> 10 cm), dont la densité  apparente est 
de  0,153g/cm, 
 
- 27 % de fibres intermédiaires (0,5 cm à 10 cm) dont la densité  
apparente est de 0,094 g/cm, 
 
- 10 % de fibres de petite taille (< 0.5 cm) dont la densité 
apparente est de 0,005 g/cm.  
 
- Le complément à 100 % correspond à des poussières de fines 
particules (figure II.16). 
 
• La bagasse sèche absorbe 6 ml d’eau par gramme. 
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Figure II.15 : Différentes tailles et couleurs de fibres de la bagasse 
d’agave tequilana W. cv azul 
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Figure II.16 : Poudre séparée de la bagasse d’agave tequilana W. cv azul 
après extraction du jus 
 
 
 II.2.2 Observation microscopique 
 
 L’observation au microscope optique, à différents grossissements, confirme 
cette hétérogénéité de la structure physique de la bagasse : 
 
• Si la structure fibreuse apparaît bien majoritaire (figure II.15), le 
grossissement  ou la coloration des préparations révèle la présence de 
brins de grande taille (23 cm de longueur et 4,5 mm de diamètre) 
enchevêtrés avec des fibres de plus petites tailles (45 mm de longueur et 
0,11 mm de diamètre) (figures II.17 à II.20). 
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                               Fibres                                               Fibres 
 
 
Figure II.17 : Fibres de la bagasse d’agave tequilana colorée 
 
                                                                      Fibres 
 
 
Figure II.18 : Fibres de la bagasse d’agave tequilana colorée 
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                         Fibres                             Fibres 
 
 
Figure II.19 : Fibres de la bagasse d’agave tequilana 
 
                       Fibres                                     Fibres 
 
  
 
 
Figure II.20 : Fibres de la bagasse d’agave tequilana colorée 
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• Les brins de grande taille semblent assez homogènes, mais certains 
d’entre eux sont éclatés et apparaissent comme constitués eux-mêmes 
d’assemblage de fibres de plus petite taille (figures II.21 à II.23). 
 
                            Débris   Brin de fibres          Fibres 
 
 
Figure II.21 : Fibres, brins de fibres et débris de la bagasse  
d’agave tequilana 
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                        Brins de fibre       Fibre petite taille            Débris     
 
 
 
 
Figure II.22 : Fibre, brins de fibres et débris de la bagasse d’agave tequilana 
 
 
                    Fibres particulièrement éclatées 
 
 
 
Figure II.23 : Fibres d’agave tequilana 
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• En outre, des petits morceaux de dimension variable apparaissent dans 
l’enchevêtrement des fibres (figures II.24 à II.25). Ces morceaux sont sans 
doute des débris des parois de cellules provenant d’autres tissus que les 
tissus fibreux et lignifiés. Ils sont probablement à l’origine de la fraction 
fine obtenue par tamisage de la bagasse sèche. 
 
                          Débris de parois cellulaires                     Fibres 
 
 
 
Figure II.24 : Fibres et débris de parois d’agave tequilana colorée 
 
                       Débris de parois cellulaires           Fibres 
 
 
 
Figure II.25 : Fibres  et débris de parois de bagasse d’agave tequilana colorée 
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• Enfin, à très fort grossissement, des cristaux de forme styloïde, allongés et 
de forme aciculaire (aiguilles) peuvent être observés, sans qu’il soit 
possible de préciser s’ils sont associés aux débris cellulaires ou à la 
surface des fibres (figures II.26 à 29). 
 
                                  Cristaux styloïdes     Fibre      Cristaux aciculaires                                      
                           Oxalate de calcium                 Oxalate de calcium 
 
 
 
Figure II. 26 : Fibres, cristaux styloïdes allongés et aciculaires de l’oxalate 
de calcium de la bagasse d’agave tequilana colorée 
 
                          Cristaux allongés       Trachéide 
                        Oxalate de calcium 
 
 
Figure II.27 : Cristaux allongés d’oxalate de calcium de la bagasse d’agave 
tequilana 
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                     Oxalate de calcium      calciu
                    Cristaux allongés        Cristaux aciculaires     Débris cellulaires 
Oxalate de m 
 
 
 
Figure II.28 : Cristaux allongés d’oxalate de calcium et débris cellulaires 
de la bagasse d’agave tequilana 
     
     Oxalate de calcium 
 
Cristaux aciculaires 
 
 
 
 
 
Figure II.29 : Cristaux aciculaires d’oxalate de calcium de la bagasse 
d’agave tequilana 
 
  II- 73
 late Le traitement par un colorant spécifique de la révélation des cristaux d’oxa
[Palacios, 1999]  (figures II.26 à II.29) et l’observation au microscopie électronique 
(figure II.30), par comparaison aux observations réalisées pour ce type de cristaux 
par plusieurs auteurs dans l’agave [Yuuko, 1992] et d’autres plantes [[Aloe et 
narcissus [Yuuko, 1992]] ; Hibiscus tiliaceus, Terminalia catappa, Vitis vinifera, 
Memecylum membranifolium, Ligustrum vulgare, Aporusa villosa et Litsea 
reticulata [IAWA, 1989] ; betterave [Damiot,1998]], indique qu’il s’agit d’oxalate de 
calcium, dont la présence a été mise en évidence dans l’agave [Yuuko, 1992] 
(figures II.31 et  II-32). 
 
 
 
Figure II.30 : Cristaux d’oxalate de calcium au microscope électronique 
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Figure II.31 : Cristaux d’oxalate de calcium au microscope électronique 
 
W 1
Raphides en Vitis vinifera x 290 Aiguille de cristaux en Aloès
[Yuuko , 1992][IA A, 989]
Aciculaire ou aiguille de cristaux
isolés d’agave d’Aloès
2]
Aiguille de cristaux isolés
[Yuuko, 1992]
[Yuuko , 199
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Figure II.32 : Cristaux d’oxalate de calcium au microscope électronique 
 
, 
Cristaux allongés de Ligustrum vulgaris Cristaux styloïdes
Mam mbranifolum
    
 
[IAWA 1989] ecylon Me
[IAWA, 1989]
Section croisée d’aiguilles 
Aloès 
992]
Aiguilles de cristaux isolés d’agave
de cristaux d’
[Yuuko , 1
[Yuuko , 1992]
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 En conclusion, il apparaît que le traitement de cuisson de la tête d’agave et 
d’extraction des jus sucrés (broyage, pressage, extraction aqueuse) se traduit par 
une déstructuration de l’assemblage cellulaire contenant les sucres, s’apparentant 
à un défibrage, et conduisant à un mélange de brins de fibres, de fibres et de 
débris cellulaires.  
 
 II.2.3 Composition chimique de la basse d’agave 
 
 L’analyse de la répartition des constituants confirme le caractère 
majoritairement lignocellulosique de la bagasse (tableau II.3).  
 
Composant Bagasse humide Bagasse sèche 
Humidité (%) 62 5 
Matière sèche (%) 38 94 
Cellulose (% MS) 41 43 
Hémicelluloses (% MS) 18 19 
Lignine (% MS) 12 15 
Matière azotée totale (% MS) 2,5 3 
Matière minérale (% MS) 2 6 
Matières grasses (% MS) 0,7 1 
Pectines (% MS) / 1 
Sucres réducteurs (% MS) 22 5-10 
Autres (% MS) 1,8 2 
 
Tableau II.3 : Composition chimique de la bagasse  
de l’agave tequilana W. cv azul 
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 En dehors des sucres libres, les lipides et les protéines sont nettement 
minoritaires.  Les pectines n’ont  pu  être  extraites  qu’en  très faible  proportion (1 
%). Par contre la teneur relativement élevée en matière minérale est à corréler 
avec la présence d’oxalate de calcium, mise en évidence dans la tête d’agave par 
observation microscopique.  
 
 Ainsi les fibres  (cellulose + hémicelluloses + lignine)  représentent  près de 
80 % de la matière sèche de la bagasse sèche. La répartition cellulose – 
hémicelluloses – lignine (respectivement 55, 25 et 20 % de matière sèche de fibre) 
est assez  proche de celle de la bagasse de  canne  à sucre (50 % de cellulose,  
28 % d’hémicelluloses et 18 % de lignine dans la matière sèche de fibre), bien 
qu’un peu plus riche en cellulose. Cette dernière teneur est d’ailleurs remarquable 
puis qu’elle est supérieure à celle du bois feuillus ou résineux (40 à 50 %) ou de 
pailles de céréales (45 à 50 %), équivalent de celle de l’agave sisalana (sisal 55 – 
60 %). Par contre la fibre de la bagasse de tête d’agave s’avère un peu plus 
ligneuse que celle  des pailles de céréales (15 %)  mais  plus faible à  celle des  
bois feuillus  (29 %) [Rowel, 1997 ; Magro, 1995]. 
 
 Cette teneur élevée en fibres, et plus particulièrement en cellulose, pourrait 
ouvrir deux voies de valorisation pour la bagasse d’agave : 
 
• Comme fourrage pour l’alimentation animale. Cette voie, qui n’a fait à 
notre connaissance l’objet d’aucune étude, sera explorée dans le 
chapitre suivant. 
 
• Comme matière première pour la fabrication de pâte à papier. 
 
 Cette dernière voie, déjà envisagée par Kurita en 1982 (paragraphe I.3), a été 
évaluée à travers la caractérisation de feuilles de papier formées à partir de pâtes 
de bagasse d’agave  sèche issues d’un traitement alcalin  (partie  expérimentale  
n° II.5). Les résultats obtenus (tableau II.4) montrent que les caractéristiques 
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mécaniques des papiers de bagasse d’agave sont faibles par comparaison avec 
celles des papiers de paille de blé ou des papiers recyclés. Ces résultats, qui 
pourraient traduire une trop faible taille des fibres ultimes de la bagasse, sont aussi 
liés à l’hétérogénéité de cette matière et à son fort taux de lignine. Bien que ces 
résultats puissent probablement être améliorés par l’optimisation des conditions du 
traitement de pulpage et par la formulation des fibres de bagasse avec des fibres 
d’autres origines, comme cela a été proposé pour la bagasse de canne à sucre 
[Villiamyl, 1987], cette voie de valorisation n’a pas été retenue dans notre étude. 
 
 Paille de blé (1) 
 
Bagasse 
d’agave 
tequilana 
Kraft NaOH 
TMC 
NaOH 
Vieux 
papiers
Indice d’égouttage 
(OSR) 
52 40 50 55 31 
Volume massique 
(cm3/g) 
1,64 0,82 / 1,48 1,7 
Résistance à la traction 
Longueur à rupture (m) 
2,45 8 7,79 4,6 4,94 
Résistance au déchirement 
Indice de déchirement 
(mN.m²/g) 
4,95 5,7 4 4,94 4,96 
Résistance à l’éclatement 
Indice d’éclatement 
(kPa.m²/g) 
1,46 5,1 4 2,24 2,29 
Résistance à la compression :      
- CMT (N) 130 / / 154 200 
- RCT (N) 108 / / 148 244 
(1) d’après MAGRO (1995) 
 
Tableau II.4 : Comparaison des caractéristiques mécaniques de papiers  
de bagasse d’agave, de paille de blé et de papier recyclé 
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 En dehors des fibres, la bagasse contient encore une quantité importante de 
sucres libres, d’autant plus élevée que la bagasse n’est pas séchée (22% des 
sucres dans la bagasse humide en sortie de l’usine, et 5 à 10 % dans l’agave 
séchée à l’air sur le terrain de stockage). L’analyse chromatographique d’extraits 
aqueux de bagasse sèche (figure II.33) montre qu’il s’agit essentiellement de 
fructose (à plus de 90 %), accompagné de glucose et de xylose, d’arabinose et de 
galactose en plus faibles proportions (tableau II.5). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II.33 : Analyse par chromatographie liquide ionique haute 
performance de sucres issus de l’extraction aqueuse de la bagasse sèche 
d’agave tequilana W cv azul  (partie expérimentale) 
 
15.73  Arabinose 
20.50  Galactose 
24.23  Glucose 
28.00  Xylose 
31.85  Mannose 
35.13  Fructose 
15.98  Arabinose   
20.90  Galactose   
24.78  Glucose   
29.55  Xylose   
32.40  Mannose   
38.37  Fructose   
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Arabinose Galactose Glucose Xylose Fructose 
0,95 0,49 0,48 2,46 95,6 
Conditions d’extraction : 
Température : 70°C ; rapport liquide/solide : 30 ; durée : 1 heure 
 
Tableau II.5 : Répartition des sucres contenus dans l’extrait aqueux  
de bagasse d’agave tequilana W cv. azul 
 
 
 
 Cette teneur élevée en fructose, en particulier dans la bagasse fraîche, 
témoigne du fait que l’étape d’extraction des jus sucrés après cuisson n’est pas 
menée avec un rendement maximum dans les appareillages mis en oeuvre. Elle 
ouvre une voie de valorisation directe de la bagasse à travers la fermentation 
éthanolique des sucres libres résiduels. 
 
 La faible proportion d’autres sucres, qui sont présents dans l’extrait aqueux 
de la bagasse, et en particulier de xylose, d’arabinose et de galactose, pourrait 
provenir d’une hydrolyse partielle des polysaccharides pariétaux, en particulier 
hémicellulosiques, lors de la cuisson des têtes d’agaves et l’extraction à chaud. A 
l’appui de cette hypothèse, l’analyse par chromatographie liquide des sucres 
contenus dans les hydrolysats acides de bagasse, dans des conditions opératoires 
où toutes les hémicelluloses sont hydrolysées, montre que ces dernières sont 
effectivement riches en xylose, puis en arabinose et galactose (tableau II.5). La 
plus forte proportion de glucose traduit vraisemblablement une hydrolyse partielle 
de la cellulose, ou de xyloglucanes, dans  les conditions  opératoires d’hydrolyse  
mises en ouvre (4 % H2SO4, 130°C, 1 h). Le fructose provient de l’hydrolyse et 
l’extraction de fructanes résiduels après l’extraction des jus sucrés. L’obtention des 
sucres en proportion significative dans les hydrolysats, et en particulier du xylose, 
ouvre une voie nouvelle de valorisation de la bagasse : l’obtention de xylitol et 
d’éthanol par fermentation. 
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Sucres 
Répartition 
(%) 
Fructose 22 
Glucose 44 
Galactose 5,5 
Arabinose 5,5 
Xylose 22 
Conditions d’hydrolyse :  
H2SO4 : 4 % ; température : 130°C ; L/S = 26 ; durée = 1,5 h 
 
Tableau II.6 : Composition des hydrolysats acides de la bagasse d’agave 
                           tequilana. 
 
 
 
   * 
  *  * 
 
 En conclusion, ces caractérisations de la tête d’agave tequilana cv azul et de 
sa bagasse obtenue dans le procédé de fabrication de la tequila nous permettent 
de proposer trois nouvelles voies de valorisation, que nous étudierons 
successivement dans la suite de ce travail. 
 
• l’utilisation de la bagasse dans l’alimentation animale, 
 
• la production d’éthanol à partir des sucres résiduels de la bagasse,  
 
• la production de xylitol et d’éthanol à partir d’hydrolysats acide de la 
bagasse. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CHAPITRE III 
 
 
LA BAGASSE D’AGAVE tequilana W. CV azul 
POUR L’ALIMENTATION ANIMALE 
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III.1 Introduction 
 
 L’analyse de la composition chimique de la bagasse d’agave tequilana W. cv 
azul (tableau II.3) a mis en évidence la proportion majoritaire de fibres 
lignocellulosiques (80 % de la matière sèche). La répartition cellulose, 
hémicellulose et lignine est relativement proche de celle d’autres résidus 
lignocellulosiques comme les pailles de céréales ou les coques de tournesol 
(tableau III.1) dont la valorisation dans l’alimentation animale a été abondamment 
étudiée [Magro, 1995 ; Bazus, 1991]. 
 
 
Constituant Paille de blé (% M.S.) 
Coque de tournesol 
(% M.S) 
Matière minérale 5,5 2,0 
Matière grasse 0,6 3,5 
Matière azotée 2,6 3,5 
Sucres libres 1,1 / 
Cellulose 43 41 
Hémicelluloses 28,7 20 
Lignine 12,7 25 
               
Tableau III.1 : Composition de résidus lignocelluosiques proches de  
la bagasse d’agave d’après Magro (1995) et Bazus (1991) 
 
 
 Ainsi les pailles de céréales sont utilisées pour l’alimentation des ruminants 
(bovins, ovins ou équins), particulièrement en substitution aux fourrages lorsque 
leur production a été insuffisante (Bureau au commun des pailles, 1991). Du fait de 
leur faible teneur en sucres facilement assimilables, en protéines, en minéraux et 
en vitamines, les pailles sont incorporées à des rations alimentaires dans 
lesquelles elles jouent un rôle de lest digestif. D’une faible valeur fourragère 
(tableau III.2) elles sont associées à d’autres ingrédients comme les pulpes de 
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betterave ou des mélasses de sucre comme source supplémentaire d’énergie, et 
des compléments d’azote, de soufre et d’autres minéraux connus pour leur 
importance dans l’activité cellulolytique à l’intérieur du rumen. 
 
Valeur énergétique 
Substrat 
UFL/Kg UFV/Kg 
Paille de blé 0,41 0,3 
Paille d’avoine 0,49 0,39 
Coque de tournesol 0,26 0,11 
Tourteau de tournesol :   
 - pailleux 0,53 0,43 
 - décortiqué 0,72 0,64 
Pulpe de betterave 0,9 0,88 
Tourteau de soja 1,2 1,17 
                       
Tableau III.2 : Valeur énergétique en Unité Fourragère Lait (UFL)  et  Viande 
(UFV)  équivalente à 1 kg d’orge de quelques  substrats  utilisés en 
alimentation animale des ruminants d’après Hourna , 1994, CEDIP, 1994 
 
 
 De la même façon, l’incorporation de coques de tournesol dans les rations 
alimentaires de ruminants, dont quelques exemples sont rassemblés dans le 
tableau III.3, ont été étudiés [D’après Bazus , A. (1990) et Magro, C. (1995)] 
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Composition des aliments Effet observé  sur les ruminants Références 
En supplément : 
Coque de tournesol          73% 
Tourteau tournesol           10% 
Graine de tournesol            6% 
Urée                                    2% 
Phosphate mono-calcique  3% 
Chlorure de sodium            3% 
 
 
Augmentation  du  rendement  
et augmentation des matières 
grasses des laits de vache 
 
 
 
[Genoevoi A., 1979] 
  
En  supplément   (30 %)  à  la  
nourriture normale. Mélanger 
coque de tournesol, tourteau 
de  tournesol   en  proportion  
1 : 2 ou 0,8 : 1 
 
Rendement    inchangé    et 
diminution  de  la  teneur en 
matière grasse du lait de vache 
 
 
[Gersent Y., 1976] 
En   supplément    5,6 %   et  
10,7 % de coque de tournesol  
Diminution du rendement en 
poids    des    veaux     avec 
l’augmentation de la proportion 
de coque 
[Bacvanzki S., 1975]
En supplément 10, 20, 30 et 
40 % de coque de tournesol 
Rendement en poids des 
génisses inchangé 
 
[Park C., 1982] 
Coque  de  tournesol + 10 à 
15 %  de  lipides  et  50 % de 
mucilages 
Engraissement des bœufs 
favorisé 
 
[Gladkaja V., 1973] 
Farine de coque de tournesol 
+ 25 % de lipides 
Engraissement des bœufs 
favorisée 
[Gerzovich J., 1982]
[Sergeev A., 1984] 
Coques de tournesol + 
mélasses 
Engraissement des agneaux 
favorisé 
[Kinard D., 1983] 
Coque de tournesol 20 % 
lipide + 24-30 % protéines 
Engraissement des moutons [Gladkaja V., 1974] 
 
Tableau III.3 : Exemples de formulation de ratio alimentaire de ruminant  
avec coques des  tournesol 
 
 
Par analogie avec la composition de ces substrats lignocellulosiques, la 
valorisation de la bagasse d’agave tequilana W. cv azul pour l’alimentation des 
ruminants pourrait donc être envisagée. 
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III.2. Détermination de la digestibilité de la bagasse d’agave 
tequilana W. cv azul 
 
 En l’absence de données bibliographiques sur les valeurs fourragères pour 
l’alimentation des ruminants de la bagasse d’agave tequilana W cv azul², la 
première étape de notre étude est de déterminer la digestibilité de ce substrat. 
 
  Les mesures de digestibilité ont été réalisées sur deux lots de la bagasse 
sèche provenant de deux fabriques de tequila, selon la méthode in sacco dans le 
rumen de vache (partie expérimentale n° III.1). 
 
 Les résultats obtenus (tableau III.4) montrent que 36 % de la bagasse sèche 
sont digérés par le rumen au bout de 48 heures. 
  
Essai 
Digestibilité 
24 heures (MS %) 
Digestibilité 
48 heures (MS %) 
Sac 1 29  
Sac 2 27  
Sac 3 30  
Sac 4 26  
Sac 5  37 
Sac 6  35 
Sac 7  38 
Sac 8  34 
Valeur moyenne 28 36 
Ecart type 1,8 1,8 
           
Tableau III.4 : Détermination de la digestibilité de la bagasse d’agave 
tequilana W. cv azul par la méthode de sacco dans le rumen de la vache 
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 Cette valeur de digestibilité se situe entre celles retrouvées dans la littérature 
pour les coques de tournesol et les pailles, ce qui apparaît cohérent avec la 
répartition cellulose – hémicellulose - lignine dans les fibres de ces trois substrats 
(tableau III.5), la teneur en lignine des bagasses étant intermédiaire entre celle des 
pailles des coques. 
 
Paramètre 
Coque 
de tournesol
Bagasse 
d’agave 
Paille 
de blé 
Fibre (% M.S.) 86 77 84,5 
Cellulose (% fibre sèche) 47 56 51 
Hémicellulose (% fibre sèche) 23 24,5 34 
Lignine (% fibre sèche) 29 19,5 15 
Digestibilité 26 36 39 
           
Tableau III.5 : Comparaison  de  la  répartition  cellulose-hémicellulose et 
lignine dans les fibres et digestibilité du résidu lignocellulosique 
 
 
 Remarquons cependant que ce classement en fonction de la teneur en 
lignine doit être pondéré par le fait que la bagasse contient une proportion 
relativement élevée de sucres libres (entre 5 et 10 %) qui contribuent fortement à 
en augmenter la digestibilité. Et il est raisonnable de prévoir que la bagasse 
épuisée en sucre verra son taux de digestibilité nettement réduit. Inversement la 
présence d’une forte proportion de sucres libres dans la bagasse fraîche (22 % de 
la matière sèche) pourrait constituer un atout pour l’utilisation directe dans la ration 
alimentaire de ruminant, à condition bien sûr de les préserver lors du 
conditionnement et du stockage. Cependant, la digestibilité qui pourrait atteindre 
des valeurs équivalentes à celles des sous-produits de maïs (tiges, feuilles, rafles) 
(45 %), restera inférieure à celle de la luzerne (65 %) ou de tourteau de soja (84 
%). Elle imposera des apports complémentaires en lipides et protides pour 
améliorer la valeur énergétique des rations. 
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  Une autre possibilité serait d’augmenter la digestibilité de la bagasse par des 
traitements visant à améliorer l’accessibilité de la cellulose aux enzymes du rumen. 
En effet, plusieurs traitements ont été proposés dans ce sens pour de nombreux 
substrats lignocellulosiques : 
 
• Le broyage, qui permet de craquer la couche de l’épiderme constituée 
par les cires et les cutines, d’augmenter la surface d’échange entre les 
enzymes et les fibres, et dans le cas d’une formulation de l’aliment, 
d’améliorer l’absorption des mélasses ou des corps gras. Ainsi par 
exemple les moutures de coques de tournesol peuvent absorber jusqu’à 
25 % de corps gras [Hollo J., 1987]. Dans notre cas, notons que les 
mesures de digestibilité in sacco dans le rumen de vache ont été réalisées 
sur des échantillons broyés d’une taille de 1,7 cm. De plus,  les bagasses 
sont des substrats issus de l’agave après traitements mécanique et 
thermique (cuisson, broyage et extraction des sucres) conduisant à une 
destructuration de l’assemblage cellulaire contenant les sucres 
(paragraphe II.2-I). Il est donc peu probable qu’un simple broyage aura un 
effet très significatif sur la digestibilité de la bagasse, déjà constituée 
essentiellement de fibres et de brins de fibres de petite dimension. 
 
• Les traitements chimiques alcalins [NaOH, KOH ou Ca(OH)2] qui visent 
à saponifier les cires et les cuticules, et selon les conditions opératoires, à 
une solubilisation partielle des lignines, des hémicelluloses et à un 
gonflement de la cellulose. Le traitement alcalin peut aussi être réalisé par 
l’ammoniaque, qui stimulerait aussi l’activité des bactéries contenues dans 
le rumen. Ce type de traitement, relativement simple à mettre en oeuvre, 
sera testé sur les bagasses d’agave. 
 
• Les traitements chimiques d’oxydation (NaOH, SO2, O3) qui visent à 
dégrader  la lignine. Ces traitements sont souvent combinés à un 
traitement alcalin. Ainsi par exemple, les meilleurs résultats pour 
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l’amélioration de la digestibilité des coques de tournesol (40 % de la 
matière sèche) sont obtenus après traitement oxydant au chlorite de 
sodium, puis traitement alcalin à l’ammoniaque [Ibrahim, 1983]. Ce type 
de traitement est plus difficile à mettre en œuvre, et ne sera pas retenu 
pour notre étude. 
 
• Les traitements biologiques, par inoculation de champignons possédant 
une activité lignolytique, qui en plus de leur rôle de dégradation de la 
lignine, représentent une source de protéines et de vitamines. Ce type de 
traitement sera testé sur les bagasses d’agave.  
 
III.3.  Traitement chimique des bagasses d’agave tequilana W. cv 
azul 
 
 Trois agents alcalins, la soude, l’hydroxyde de calcium et l’ammoniaque, ont 
été testés pour améliorer la digestibilité de la bagasse. Le protocole opératoire de 
traitement par les solutions alcalines est présenté dans la figure III.1. 
 Bagasse d’agave sèche
IMPREGNATION
Aspersion par la solution alcaline
dans un réacteur rotatif
DIGESTION
(24 heures)
SECHAGE
Bagasse sèche traitée
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.1 : Protocole de traitement chimique de la bagasse d’agave 
tequilana sèche 
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  Les conditions opératoires du pretraitement alcalin et les résultats obtenus 
pour la digestibilité des bagasses traitées sont rassemblés dans le tableau III.6. 
 
Digestibilité (% MS) Humidité 
(%) 
Concentration 
en réactif (%) 
Température
(°C) NaOH Ca(OH)2 NH4OH
80 2 50 39,0 46,0 44,5 
80 5 50 42,4 47,6 46,8 
80 10 50 43,6 54,5 50,5 
80 2 30 36,8 41,0 40,0 
80 5 30 39,6 43,2 42.8 
80 10 30 42,7 51,8 46,3 
20 2 50 36,6 40,0 39,0 
20 5 50 39,2 41,6 41,6 
20 10 50 40,8 49,7 42,5 
20 2 30 35,5 38,0 37,6 
20 5 30 37,1 40,5 40,0 
20 10 30 40,3 47,1 43,0 
              
Tableau III.6 : Conditions opératoires des traitements chimiques  
de la bagasse d’agave et résultats de digestibilité en sacco obtenus 
 
 
  Il apparaît que : 
 
a) L’augmentation de la concentration en soude, dans la solution de 
prétraitement, améliore la digestibilité de la bagasse (figure III.2). Cette 
amélioration est d’autant plus sensible que l’humidité de la matière est 
élevée (80 %) et que la température du pretraitement est plus forte 
(50°C). Ce résultat est cohérent avec le fait que l’augmentation de 
l’humidité et de la concentration de la solution de traitement se traduit 
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par un rapport soude/substrat et liquide/substrat de la matrice fibreuse 
plus élevé : la solubilisation des lignines et des hémicelluloses, et la 
solvatation de la cellulose sont plus importantes. Remarquons 
cependant que l’effet d’une élévation de la température n’est plus 
significatif aux fortes teneurs en soude. Ceci pourrait être lié à la plus 
forte dégradation des sucres dans de telles conditions, qui aura un effet 
néfaste sur les taux de digestibilité, et compense le gain  attendu du fait 
de la meilleure accessibilité de la cellulose. Les meilleures digestibilités 
atteintes restent inférieures à 43 %. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
0 5 10 15
NaOH (%)
D
ig
es
tib
ilit
é
(%
 M
S
)
H2O : 80%, 50°C
H2O : 80%, 30°C
H2O : 20%, 50°C
H2O : 20%, 30°C
D
ig
es
tib
ilit
é
(%
 M
S
)
Figure III.2 : Digestibilité de la bagasse d’agave tequilana W. cv azul  
après traitement chimique avec NaOH 
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b) Dans le cas de l’hydroxyde de calcium, l’augmentation de la digestibilité est 
systématiquement obtenue avec l’augmentation des trois facteurs 
concentration en Ca(OH)2, humidité et température, sans effets 
d’interaction négative (figure III.3) ; et le gain de digestibilité est plus élevé 
que dans le cas du traitement à la soude. Dans les meilleures conditions, la 
digestibilité atteint 54,5 % MS au bout de 24 heures, soit un gain de 50 % 
par rapport à celle de la bagasse non traitée. Ce résultat est imputable au 
fait qu’à la différence de NaOH, Ca(OH)2 est une base moins forte, apte à 
fournir des ions OH- pour la solvatation des liaisons hydrogènes et 
l’hydrolyse des liaisons esters qui associent les constituants fibreux, 
d’autant plus que le rapport Ca(OH)2/substrat, le rapport solide/liquide et la 
température seront élevés puisqu’ils augmentent la solubilité de Ca(OH)2 
dans l’eau. Mais le pH du milieu est moins élevé, et l’ion Ca++ est connu 
pour protéger les sucres de leur dégradation par OH-, du fait de la formation 
de  complexes avec ces sucres. Ainsi la dégradation des sucres en acides 
polyhydroxylés est moins rapide avec Ca(OH)2 qu’avec NaOH 
[Dubois,1982].  
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Figure III.3 : Digestibilité de la bagasse d’agave tequilana W. cv azul après 
traitement chimique avec Ca(OH)2 
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c) Avec l’ammoniaque, les tendances pour l’influence des trois facteurs sont 
les mêmes que pour l’hydroxyde de calcium, mais avec un effet encore plus 
marqué de la teneur en eau à forte concentration et température plus 
élevée (figure III.4). Dans l’eau, NH4OH est une base suffisamment forte 
pour affaiblir et rompre les liaisons hydrogènes intermoléculaires, 
entraînant la solubilisation des hémicelluloses et le gonflement de la 
structure cristalline de la cellulose [Yokoé et al. 1993]. Mais l’augmentation 
de la concentration et de la température pour des taux d’humidité faible 
pourrait aussi favoriser les réactions d’amidation des fonctions ester 
phénolique et uronique [Yokoè et al., 1993] au détriment du gonflement de 
la cellulose. Dans les meilleures conditions de pretraitement, le taux de 
digestibilité atteint 50 % reste cependant inférieur à celui obtenu avec 
Ca(OH)2. 
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Figure III.4 : Digestibilité de la bagasse d’agave tequilana W. cv azul  
après traitement chimique avec NH4(OH) 
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 En conclusion, une amélioration significative de la digestibilité de la bagasse 
d’agave  sèche peut être obtenue par une simple absorption d’une solution de 
CaOH à 10 % dans l’eau à 50 °C, avec un rapport liquide/solide de 4 (80 % 
d’humidité) et un temps de contact de 24 heures. 
 
  La mise en oeuvre de ce traitement directement sur la bagasse fraîche (62 % 
d’humidité) permettrait de simplifier le procédé en évitant l’étape de séchage, 
responsable de la disparition d’une partie importante des sucres libres. Elle 
imposera toutefois de mettre en oeuvre un lait de chaux nettement plus concentré 
(16% de Ca(OH)2 dans l’eau) pour ne pas augmenter le rapport liquide/solide. 
 
  Cependant, le rapport Ca(OH)2 / bagasse sèche mise en jeu est très élevé 
(0,4) et se traduira par un apport en matière minérale dans la bagasse ainsi traitée 
(+ de 22 % de calcium par rapport à la matière sèche) trop important dans les 
rations alimentaires des bovins. Elles contiennent en général 4–5 % de matière 
minérale (aliment concentré), et un rapport Ca++/ P de 1,5 à 3 [Abafour, 1969]. 
 
 Une alternative à l’utilisation de réactifs chimiques alcalins pour déstructurer 
l’assemblage cellulose hémicellulose lignine des fibres est le traitement thermique 
sous pression de vapeur d’eau. 
 
 
III.4. Traitement des bagasses d’agave tequilana W. cv azul sous 
pression de vapeur d’eau. 
 
  Les essais de traitement thermique sous pression de vapeur d’eau sont 
menés dans un autoclave pilote (figure III.5.) contenant 5 kg de bagasse sèche, à 
180°C pendant 10, 15, et 20 minutes. La digestibilité de la bagasse ainsi obtenue, 
après séchage, atteint 52,9, 55,4 et 59 % MS respectivement. Ainsi le traitement 
thermique sous pression de vapeur d’eau assure une hydrolyse partielle des 
hémicelluloses,  suffisante pour améliorer nettement l’accessibilité de la cellulose 
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aux enzymes du rumen, sans pour autant générer la formation d’une trop forte 
proportion de produits de dégradation des sucres, et en particulier des précurseurs 
de dérivés furaniques et de furfural, réputés pour être néfastes aux activités 
enzymatiques cellulosiques.  
 
 
Mesure de
température
Manomètre
Valve de sécurité
Bagasse
d’agave
Vapeur d’eau
Sortie
vapeur d’eau
Autoclave pilote
(20 l)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.5 : Autoclave pilote utilisé pour le traitement de la bagasse d’agave 
tequilana W. cv azul  à la vapeur d’eau à 180°C 
 
 
 L’amélioration de la digestibilité de la bagasse (+ 64 % par rapport à la 
bagasse non traitée), obtenue sans rapport de produits chimiques, est supérieure 
à celle atteinte dans les meilleures conditions en présence de Ca(OH)2. 
Cependant, cette technique de traitement présente l’inconvénient d’un coût 
énergétique (180°C) et d’investissement (autoclave) qui est peu compatible avec la 
faible valeur ajoutée apportée à la bagasse dans le domaine de l’alimentation 
animale. Ce traitement serait néanmoins envisageable dans les usines modernes 
de fabrication de la tequila qui mettent en oeuvre des autoclaves pour l’étape de 
cuisson des têtes d’agave (140°C, 8 heures), sous condition d’une adaptation des 
limites de pression de ces autoclaves, et de la possibilité d’insérer ce nouveau 
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traitement de la bagasse dans le déroulement du procédé de fabrication de la 
tequila, après extraction des jus sucrés. 
 
  A la différence des traitements chimique et thermique, les traitements 
biologiques présentent l’avantage de ne requérir que très peu d’énergie et de 
produits chimiques. 
 
 
III.5. Traitements biologiques des bagasses d’agave tequilana W. 
cv azul 
 
Dans la nature, la biodégradation des matériaux végétaux est réalisée par 
différents types de microorganismes, plus ou moins spécialisés pour chacun des 
constituants chimiques des végétaux, avec des cinétiques de dégradation 
différentes. De façon générale, les biopolymères de structure les plus rapides à se 
dégrader sont les hémicelluloses, puis la cellulose et enfin les lignines. La 
dégradation de ces dernières a fait l’objet de nombreuses études, en particulier 
dans le cadre du phénomène de pourriture du bois. 
 
Ainsi, il y a 1600 espèces connues de champignons provoquant la pourriture 
du bois. Ces microorganismes sont divisés en deux groupes : les champignons de 
la pourriture brune et les champignons de la pourriture blanche. Cette classification 
est basée sur la couleur du micelle du champignon et du résidu qui reste sur les 
matériaux supports. La couleur brune est due à la dégradation incomplète de la 
lignine ; par contre la couleur blanche correspond à une dégradation plus complète 
de la lignine [Glaser, 1988]. Ces champignons microscopiques sont des 
organismes eucaryotes [Maier et al., 2000]. Thom (1997) propose une 
classification de ces champignons très simple, en les divisant en quatre groupes : 
champignons mobiles, zygomycètes, ascomycètes et basidiomycètes. 
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 Les champignons  de la pourriture brune ou obscure font partie du groupe 
des basidiomycètes et des ascomycètes, et provoquent un changement de la 
structure de la lignine. Les champignons de la pourriture blanche, appartenant au 
groupe des basidiomycètes, sont les principaux responsables de la dégradation de 
la lignine dans la nature [Glaser, 1987]. Ces champignons croissent couramment  
sur les bois de conifères. Un de ces champignons est le Phanerochaete 
chrysosporium. 
 
 Le Phanerochaete chrysosporium se caractérise par la production de spores 
sexuelles, nommées basidiospores, qui se trouvent en dehors de la structure 
spécialisée appelée basidio [Alexopoulos, 1996] (figures III.6). Au début des 
années 1980, le système enzymatique des champignons qui dégradent la lignine, 
a été découvert : il s’agit de la lignine peroxydase (LPI) [Gleen, 1983 ; Tient, 1983], 
et de la lignine peroxydase (MnP) [Kuwahara, 1984], qui sont des enzymes 
extracellulaires. Ces champignons n’utilisent pas la lignine comme substrat de 
carbone, mais la dégradent pour parvenir à la cellulose du bois [Barr, 1994]. Le 
Phanerochaete chrysosporium est classifié dans le groupe des microorganismes 
qui produisent les enzymes extracellulaires comme la lignine peroxydase (LIP) et 
la lignine peroxydase (MnP), dépendant du magnésium [Tour et al., 1988].  
 
 C’est ce champignon qui a été retenu pour notre étude réalisée au 
Laboratoire de Biotechnologie de l’Institut de Bois Cellulose et Papier de 
l’Université de Guadalajara, Mexique. 
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Figure III.6 : Photographies du champignon de la pourriture blanche du bois 
Phanerochaete chrysosporium 
  (a) Basidiospore et basidium [Bacydio, 2002] 
(b) Basidio et basidiospores (40 X) 7 jours d’incubation à 
température de 26°C 
(c) Hifas et mycélium (10 X) jours d’incubation à température de 
26°C 
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 Le Phanerochaete chysosporium est cultivé dans un milieu synthétique et les 
spores (basidiospores) sont récoltées pour l’inoculation de la bagasse. La bagasse 
d’agave sèche, stérilisée ou non, humidifiée par aspersion de l’eau pour obtenir 
une humidité uniforme est inoculée avec le Phanerochaete chrysosporium, et 
incubé a 30°C pendant 45 jours dans un système de fermentation semi – solide 
(partie expérimentale n° III.3).  
 
 Les essais préliminaires de croissance du champignon sur la bagasse, à 
différents  taux d’humidité  de la bagasse,  montrent qu’un taux d’hydratation de  
80 % est nécessaire. Comme on pouvait s’y attendre, la stérilisation préalable de 
la bagasse sèche accélère le développement du champignon (tableau III.7). 
Cependant, au bout de 4 semaines d’incubation, la croissance du champignon 
démarre aussi sur la bagasse non stérilisée. 
 
Temps d’incubation (semaines) 
Stérilité 
1 2 3 4 
Bagasse stérile - +/- ++ ++++ 
Bagasse - - - ++ 
 (-) sans croissance ; (+/-) peu de croissance 
 (++) bonne croissance ; (++++) excellente croissance 
 
Tableau III.7 : Comparaison de la croissance du champignon Phanerochaete 
chysosporium sur la bagasse stérilisée ou non 
 
 
 Les mesures de digestibilité in sacco des échantillons de bagasse ainsi 
traitée montrent une amélioration (55 % MS) très significative au bout de deux 
semaines d’incubation pour la bagasse préalablement stérilisée et de trois 
semaines pour la bagasse non stérilisée (tableau III.8). 
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Digestibilité (% MS) Temps de traitement 
(jours) Bagasse stérile Bagasse non stérile
0 36 36 
7 45 / 
14 55 / 
21 46 54 
28 53 42 
45 60 43 
 
Tableau III.8 : Digestibilité de la bagasse d’agave tequilana W. cv azul après 
traitement biologique par le champignon Phanerochaete chysosporium 
 
 Au-delà de ces temps de traitement, la digestibilité diminue, ce qui pourrait 
traduire une influence néfaste d’une trop forte croissance de la biomasse générée 
par le champignon. Cette dernière ne semble cependant pas irréversible, dans le 
cas de la bagasse préalablement stérilisée puisqu’une digestibilité de 60 % est 
atteinte au bout de 45 jours de traitement. 
 
 Le traitement biologique par un tel champignon apparaît donc intéressant 
pour l’amélioration de l’accessibilité de la cellulose aux enzymes du rumen. 
Relativement facile à mettre en œuvre dès lors que l’on disposera d’une culture du 
champignon, et peu coûteux en énergie, il devra cependant être adapté au 
traitement de la bagasse fraîche, dans la mesure où le traitement de cuisson des 
têtes d’agave (8 heures à 140°C) avant extraction des jus sucrés fournira une 
bagasse stérilisée. 
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III.6. Conclusion 
 
 Disponible toute l’année sous une forme concentrée sèche et stable sur les 
sites de stockage à proximité des usines de fabrication de téquila, la bagasse 
d’agave constitue donc un gisement possible comme fourrage pour les bovins. Sa 
faible digestibilité, liée à son caractère lignocellulosique, pourra être nettement 
améliorée par traitement alcalin, à condition toutefois de minimiser la quantité de 
sels générés par ce traitement. 
 
 De façon plus avantageuse, mais nécessitant la création d’ateliers de 
traitement intégrés aux unités modernes de fabrication de la téquila, le traitement 
thermique de la bagasse fraîche pourrait fournir une base de formulation 
d’aliments pour bétail, mettant à profit la teneur élevée en sucres résiduels. La 
valeur nutritive de la bagasse ainsi traitée pourrait aussi être améliorée à partir de 
sous-produits de la fermentation des jus sucrés et de la distillation de l’alcool. 
 
 Alternative très intéressante sur le plan des coûts en énergie, et ne 
nécessitant pas un coût d’investissement élevé puisqu’il s’agit d’un traitement 
d’incubation à 30°C appliqué à la bagasse humide (80 % d’eau), le traitement 
biologique par un champignon capable de dégrader la lignine devra faire l’objet 
d’autres études pour vérifier «l’acceptabilité» par les animaux de tels substrats 
dégradés (développement de mauvais goûts, toxicité des champignons et des 
produits de dégradation, etc.). 
 
 Globalement, la valeur de la bagasse fraîche ou sèche, pour ce domaine 
d’application, doit être envisagée en relation avec un contexte de pénurie d’autres 
sources pour l’alimentation du bétail. La faible valeur ajoutée apportée à la 
bagasse par l’utilisation comme aliment du bétail reste bien sûr le facteur le plus 
limitant pour envisager des transformations plus élaborées faisant appel à des 
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technologies plus coûteuses mais plus performantes (hydrolyse sous haute 
pression, traitement thermomécanique ou thermomécanochimique, transformation 
biotechnologique, etc.). Ce ne sera plus le cas des valorisations que nous allons 
envisager dans la suite de cette étude. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
CHAPITRE IV 
 
FERMENTATION ETHANOLIQUE DES SUCRES DE 
LA BAGASSE D’AGAVE TEQUILANA W. CV AZUL 
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 Comme l’ont montré les analyses sur la composition chimique de la bagasse 
fraîche en sortie d’une usine de fabrication de la tequila (paragraphe II.2.3), 
l’extraction des jus sucrés après cuisson des têtes d’agave n’est pas totale : elle 
laisse, selon le procédé d’extraction mis en œuvre, jusqu’à 20 % de sucres libres 
par rapport à la matière sèche de la bagasse. Après séchage à température 
ambiante, la bagasse contient encore entre 5 et 10 % de sucres. 
 
 Une valorisation directe de ce potentiel en sucre, intégrable dans l’unité de 
production de tequila, pourrait être leur fermentation en éthanol. Après avoir 
comparé les rendements de fermentation éthanolique des sucres extraits de la 
bagasse sèche et des sucres présents dans cette bagasse, sans extraction 
préalable, nous étudierons la production d’éthanol directement à partir de bagasse 
fraîche. 
 
 
IV.1 Caractérisation des sucres libres contenus dans la bagasse 
d’agave tequilana 
 
  L’extraction à l’eau chaude (80°C) pendant 2 heures sous agitation de la 
bagasse sèche, avec un rapport liquide/solide de 22, montre que 16,6 % de la 
matière sèche initiale sont extraits sous forme soluble, et que 17,4 % de fines 
particules insolubles sont entraînés avec le filtrat (figure IV.1). 
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                                    Extraction          
Bagasse sèche            2h, 80°C             Décantation         Filtration          Soluble     
255,7 g de M.S.         eau 5620 g                                  42,5g  M.S 
   
 
          Bagasse épuisée     Fines particules 
            169 g de M.S.          44,4 g de M.S. 
 
 
Figure IV.1 : Bilan matière de l’extraction à l’eau chaude de la bagasse 
d’agave  tequilana sèche 
 
 Les fines particules séparées par filtration ne sont pas de même nature que le 
gâteau fibreux décanté, comme en témoigne l’analyse de la répartition cellulose –
hémicellulose – lignine dans ces deux résidus d’extraction aqueuse (tableau IV.1). 
 
 Gâteau fibreux Particules fines 
 MS (%) Répartition (%) MS (%) Répartition (%)
Cellulose 41 47,6 35,3 53,2 
Hémicellulose 30 35,0 14,1 21,2 
Lignine 15 17,6 16,9 25,2 
 
Tableau IV.1 : Composition en cellulose, hémicellulose, lignine et matière 
minérale des résidus solides de l’extraction aqueuse de bagasse tequilana 
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 Les fines particules pourraient correspondre aux morceaux de débris de 
parois de cellules dont la présence a été observée au microscope (figures II.24 et 
25). Par ailleurs, la teneur élevée en matière minérale dans les fines particules 
montre qu’une partie des minéraux présents dans la bagasse, sous forme 
d’oxalate de calcium (figures II.24 à 28), est aussi entraînée avec le filtrat aqueux. 
 
 L’analyse de la composition en sucre du filtrat aqueux, par chromatographie 
liquide ionique montre que le sucre majoritaire est bien le fructose ; mais elle 
révèle aussi la présence de glucose, et d’une petite proportion de xylose et 
d’arabinose, ainsi que de galactose (tableau IV.2). 
 
Temps Rendements en sucres (%) (1) Température 
(°C) 
Liquide/solide 
(h) Arabinose Galactose Glucose Xylose Fructose Total
80 20 2 0,33 0,16 0,09 0,15 5,6 6,4 
80 20 2 0,35 0,16 0,06 0,15 5,7 6,4 
80 20 2 0,38 0,16 0,07 0,16 5,8 6,6 
70 10 1 0,14 0,04 0,19 0,15 6,7 7,2 
70 10 3 0,34 0,13 0,21 0,15 5,9 6,7 
90 10 1 / 0,06 0,17 0,15 4,2 5,6 
90 10 3 0,17 0,11 0,6 0,15 3,4 4,4 
70 30 1 0,06 0,03 0,03 0,15 5,7 6,5 
70 30 3 0,11 0,6 0,16 0,15 3,2 4,2 
(1) Masse de sucre extrait / Masse de matière sèche introduite 
 
Tableau IV.2 : Rendements d’extraction des sucres libres de la bagasse 
d’agave tequilana sèche 
 
 L’extraction du fructose est rapide, et l’augmentation de la température de la 
durée de contact ou du rapport liquide/solide ne favorisent pas le rendement en 
fructose extrait. Ce qui indique que tous les polyfructanes sont hydrolysés à la 
suite du traitement de l’agave et que le fructose résiduel dans la bagasse est 
directement accessible pour la fermentation éthanolique. L’extraction des autres 
sucres (arabinose, galactose, glucose), en plus faible proportion (rendement 
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cumulé < 0,5 %), est légèrement sensible aux conditions opératoires, alors que le 
rendement en xylose reste constant (Rxylose ∼ 0,15 %), ce qui confirme qu’il est issu 
de l’hydrolyse d’une fraction d’hémicelluloses lors du traitement de cuisson de la 
tête d’agave. L’augmentation du rendement d’extraction du xylose nécessitera des 
conditions opératoires plus dures, comme nous le verrons dans le chapitre suivant. 
 
 Au total, près de 7 % de sucres libres sont donc disponibles dans la bagasse 
sèche, majoritairement sous forme de fructose, qui constitue un excellent substrat 
pour la production d’éthanol. 
 
 
IV.2 Etude de la fermentation éthanolique des sucres libres de  
 la bagasse d’agave tequilana sèche 
 
 La glycolyse constitue la première grande étape de la fermentation alcoolique 
des sucres par les levures, produisant l’acide pyruvique, et se traduisant par la 
synthèse de deux molécules d’ATP [Scriban, 1999] (figure IV.2). Au cours de la 
fermentation alcoolique, l’acide pyruvique est décarboxylé en acétaldéhyde et en 
CO2 et la réduction de l’acétaldéhyde conduit alors à la formation d’éthanol.  
 O
C = O
C = O
CH2
Pyruvate
CO2
CH3 – C - H
O
Acétaldéhyde
CH3CH2OH
Ethanol
NADH NAD
+ 
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                             hexokinase                   phospho-hexo 
       GLUCOSE                               glucose-6P         fructose-6P 
                         
                            ADP     ATP               
          ATP  
 Phospho – 
 fructokinase 
                                                                                                         ADP 
 
 
 
                           Fructose-1,6 diP 
 
                                                                                                                Fructose-diP 
 aldolase 
 
  
                                                                                         
glycér-                    dyhydroxy 
                                                                                              aldéhyde-3P                   acétone-P  
               
                                                                                                               NAD+
                                                                                   triose-P               
                                                                           deshydrogénase      Pi 
                                                                                                                    
                                                                          NADH,H+ 
 
 
                                                                                                   Acide 
                                                                                            diP-glycérique 
 
 ATP 
 phospho-glycéro 
                                                                           kinase                       ADP 
   
 
 ACIDE PYRUVIQUE Acide 3P-glycérique 
 
 
                           
   ADP              pyruvate                                    phospho-glycéro 
                          kinase                                            mutase          
 
  ATP 
 
 
 énolase 
             Acide P-énol                Acide 2P-glycérique 
  pyruvique 
 
 
Figure IV.2 : Glycolyse du glucose (voie d’Embden-Meyerhof-Parmas), 
[Scriban,1999] 
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L’entrée dans cette voie varie selon le glucide, tandis que la destinée du pyruvate 
dépend à la fois du sucre utilisé et de l’espèce de levure considérée.  En se 
référant au catabolisme du pyruvate formé à partir du glucose, les levures peuvent 
se diviser en deux groupes [Larpent, 1990] :  
 
• Les levures aérobies strictes, qui sont incapables d’utiliser le glucose en 
l’absence d’oxygène. Leur métabolisme est exclusivement respiratoire, et 
le pyruvate est oxydé par le cycle de Krebs. 
 
• Les levures aérobies facultatives, qui sont capables d’utiliser le glucose en 
conditions d’aérobiose ou d’anaérobiose. Dans ce dernier cas, le sucre est 
métabolisé en éthanol par fermentation. Durant la croissance en 
aérobiose, la respiration et la fermentation contribuent ensemble à la 
transformation du glucose. Selon l’importance relative de ces voies 
métaboliques, deux sous-groupes de levures peuvent être distingués :  
 
- Les levures de type respiratoire, pour lesquelles, durant la 
croissance en présence d’oxygène, moins de 30 % de glucose 
sont fermentés. Le glucose est dégradé en dioxyde de carbone 
et eau. A ce groupe appartiennent les genres de Hansenula et 
Kluyveromyces.  
 
- Les levures de type fermentaire pour lesquelles, durant la 
croissance en présence d’oxygène, la grande majorité de 
glucose est fermenté (90 %). Le glucide est incomplètement 
oxydé lorsqu’il y a production d’éthanol. A ce groupe 
appartiennent les genres de Saccharomyces et Brettanomyces. 
 
 En anaérobiose, d’autres substances peuvent être produites en faible 
quantité. En effet, les levures ne transforment pas tout le glucose en éthanol et en 
gaz carbonique ; de petites quantités de pyruvate et de NADH, H+ sont utilisées 
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pour assurer la maintenance cellulaire : la réoxydation du NADH en NAD+ est 
indispensable pour que la fermentation alcoolique s’accomplisse. Celle-ci 
s’effectue par l’intermédiaire de la réduction de l’acétaldéhyde ; or celui-ci est 
initialement absent. C’est alors la dihydroxyacétone - phosphate qui prend sa place 
au début de la fermentation alcoolique. Ceci explique la présence constante d’une 
certaine quantité de glycérol dans les liquides fermentés. L’acétaldéhyde, qui est 
toutefois plus facilement réductible que la dihydroxycétone – phosphate, fixe 
préférentiellement l’hydrogène du NADH, H+, et, dès que sa concentration est 
suffisante, la voie de formation de l’éthanol se met à fonctionner normalement 
[Scriban, 1999]. 
 
 Par ailleurs, les deux types de fermentation, glycéro-pyruvique et alcoolique, 
se produisent en milieu relativement acide (pH 4,5 à 6). En milieu alcalin, le 
glycérol, et surtout l’acide acétique, ont tendance à s’accumuler au fur et à mesure 
que le pH augmente. Cette production d’acide acétique s’explique par une 
décomposition hydrolytique de l’acétaldéhyde. 
 
            2 CH3- CHO    +    H2O                          CH3-CH2OH    +    COOH 
 
 Outre le glycérol et l’acide acétique, d’autres acides organiques (acide 
succinique, …), des alcools supérieurs, des aldéhydes et des cétones sont 
susceptibles de se former. L’ensemble de ces composés représente environ 2,7 % 
du sucre fermenté. Enfin, même si l’anaérobiose n’est pas favorable à la synthèse 
de constituants cellulaires, on observe malgré toute une certaine croissance 
cellulaire correspondant à la consommation d’environ 2 % des glucides utilisés.  
 
 Si théoriquement, la fermentation alcoolique devrait permettre d’obtenir une 
quantité d’éthanol équivalente à 51,1 % du glucose catabolisé, la quantité 
d’éthanol obtenue est en définitive au maximum d’environ 47 à 48 % de la masse 
de sucre converti, et le taux de conversion du sucre en éthanol se situe entre 91 et 
95 % du rendement attendu. Les variations observées pour ces rendements 
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peuvent être liées à certains facteurs liés au milieu, comme par exemple la 
quantité et la qualité de sources d’azote utilisables, et à la nature du glucide de 
départ [Scriban, 1999]. 
 
 Parmi les nombreuses levures étudiées pour la production d’éthanol à partir 
de glucose (tableau IV.3), Saccharomyces cerevisiae est l’une des plus 
couramment utilisée, en particulier les souches issues de brasseries et de 
distilleries. 
 
Souches 
Température
(°C) 
Ethanol 
(g/l) 
µ max 
(h-1) 
40 54,0 0,36 
K. fragilis FT 23 
43 56,0 0,38 
40 54,4 0,30 
S. carlsbergensis FT 14 
43 20,8 0,15 
46 15,5 0,07 
40 43,2 0,32 
43 36,8 0,17 
Saccharomyces 
cereviseae FT Ja 
46 19,0 0,09 
40 54,4 0,38 
43 36,0 0,34 
S. micicaparus  
CCY 21-25-1 
46 26,4 0,20 
40 51,2 0,31 
43 44,0 0,30 
S. marxianus  
CCY 21-40-1 
46 30,4 0,23 
 
Tableau IV.3 : Production d’éthanol à partir de solutions de glucose (140 g/l) 
par différentes levures [Larpent, 1990] 
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  Cette levure est capable de fermenter le saccharose et le glucose, mais aussi 
le fructose, le maltose et le maltotriose. En particulier, leur développement est très 
facile à partir des extraits de saccharose de betterave ou des hydrolysats 
d’amidon. Par contre, à partir des mélasses, la teneur élevée en substances non 
glucidiques perturbe souvent leur croissance. La production théorique de la 
fermentation alcoolique, à partir de tels substrats, est la suivante : éthanol 48,4 % ; 
CO 46,6 % ; glycérol 3,3 % ; acide succinique 0,6 % : cellules 1,2% [Larpent, 
1992]. 
 
 C’est donc cette levure, déjà mise en œuvre dans les usines de fabrication de 
tequila sur les extraits de l’agave, que nous avons retenue pour notre étude qui  a 
été menée au Laboratoire de Biotechnologie, Bioprocédés de l’INSA Toulouse. 
 
 La fermentation éthanolique est réalisée par la levure Saccharomyces 
cereviseae, à partir d’un extrait aqueux de bagasse, puis à partir de la bagasse 
sèche entière et broyée (partie expérimentale n° IV.2). Les sucres et les produits 
de fermentation sont dosés par chromatographie ionique. 
 
 Les résultats obtenus (tableau IV.4) montrent qu’au bout de 48 heures, la 
quasi-totalité du fructose présent dans les trois substrats de départ est 
consommée, et qu’un rendement en éthanol de 1,7 à 1,8 g par 100 g de la 
bagasse sèche, broyée et entière est atteinte, supérieur à celui obtenu à partir de 
l’extrait aqueux (1,6 g/100 g). Ce qui tendrait à indiquer qu’il n’y a pas de 
phénomène de limitation lié à la présence du substrat solide dans le milieu de 
fermentation, et qu’il n’est pas nécessaire de broyer la bagasse. 
 
 L´évolution des concentrations en sucres minoritaires, présents dans le milieu 
de culture, montrent que : 
 
• La cellobiose et le saccharose sont des sucres qui n’ont pas été détectés 
en proportion significative dans les extraits aqueux. Ils proviennent 
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probablement du milieu de culture de la levure et sont introduits dans le 
milieu avec l’inoculum. 
 
• Le glucose et le galactose sont relativement peu transformés, en tout cas 
en proportion nettement plus faible que le fructose. 
 
• A l’inverse de l’arabinose, dont la transformation est faible, le xylose est 
quasi totalement consommé, avec apparition simultanée de xylitol. En 
effet, en présence d’une isomerase transformant le xylose en xylulose, la 
levure Saccharomyces cerevisiae est connue pour transformer ce sucre 
en xylitol [Larpent, 1992]. 
 
Sucres (g/100 g d’agave tequilana sèche) 
Substrat 
Temps  
de 
fermen-
tation 
(h) 
Arabi- 
nose 
Galac-
tose 
Glu-
cose 
Xylose 
Fruc-
tose 
Sacch
a-rose 
Cello-
biose 
Ethanol 
formé 
(g/100 g) 
Xylitol 
formé 
(g/100 g) 
0 0,06 0,14 0,17 0,37 4,21 0,34 0,31 / / 
48 0,08 0,11 0,09 0,05 0,15 0,11 0,23 1,5 0,26 
Extrait (1) 
aqueux de 
bagasse sèche 72 0,08 0,09 0,08 0,04 / 0,07 0,013 1,6 0,27 
0 0,06 0,18 0,17 / 3,89 0,28 0,62 / / 
48 0,06 0,15 0,17 0,14 0,14 0,07 0,29 1,7 0,29 
Bagasse 
sèche entière 
72 / 0,15 0,15 0,10 0,07 0,05 0,25 1,8 0,38 
/ 0,09 0,12 0,13 0,34 3,14 0,28 0,21 / / 
48 0,07 0,12 0,11 0,07 0,06 0,26 0,09 1,5 0,24 
Bagasse 
sèche broyée 
72 0,05 0,10 0,08 0,02 0,05 0,15 0,07 1,7 0,26 
(1) Conditions d’extraction : 1 h à 70°C, L/S = 10 
 
Tableau IV.4 : Fermentation éthanolique par Saccharomyces cereviseae 
des sucres de bagasse d’agave tequilana sèche 
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 En conclusion, et bien qu’il ne soit pas possible d’écarter une contribution des 
sucres minoritaires, la forte proportion de fructose, parmi les sucres libres encore 
présents dans la bagasse d‘agave tequilana, est un facteur très favorable pour la 
production d’éthanol. Rapporté au total des sucres libres dosés dans le milieu de 
fermentation, le rendement en éthanol serait de 39 %, alors qu’il atteint 48 % par 
rapport aux sucres consommés, dans le cas de la bagasse sèche entière. 
 
 Par rapport à la matière sèche traitée, le rendement est bien sûr limité par la 
teneur en sucre résiduel dans la bagasse d’agave tequilana sèche. La 
fermentation éthanolique menée sur la bagasse d’agave tequilana fraîche conduira 
bien sûr à de meilleurs rendements.  
 
 
IV.3 Etude de la fermentation éthanolique des sucres libres dans 
la bagasse d’agave tequilana fraîche 
 
 La bagasse fraîche, en sortie d’usine de fabrication de la tequila, étant 
hautement fermentescible, l’étude de la fermentation éthanolique de ce substrat a 
été menée au Mexique : 
 
• A l’échelle prépilote, sur un fermenteur type BIOFLOT III, d’un volume utile 
de 4 litres au Laboratoire des Aliments de l’université Autonome de 
Mexico. 
 
• A l’échelle pilote sur un fermenteur de 20 litres au Laboratoire de 
Biotechnologie de l’Institut du Bois, Cellulose et Papier de l’Université de 
Guadalajara, à Jalisco. 
 
 La bagasse d’agave tequilana fraîche a été prélevée sur le site de l’usine de 
fabrication de tequila de la ville de Tequila, et transportée sans délai sur le site des 
essais de fermentation. La levure utilisée est une levure de Saccharomyces 
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cereviseae de la collection du Laboratoire de Biotechnologie (IMCYP Jalisco) et le 
milieu de culture est formulé avec les mêmes nutriments que précédemment 
(partie expérimentale IV.3 et IV.4). 
 
 IV.3.1 Essai de fermentation à échelle prépilote 
 
 Dans le fermenteur prépilote, la fermentation est menée à 30°C, sans 
aération, et sous agitation mécanique. Un échantillon du milieu est prélevé toutes 
les 2 heures pour mesurer le pH, le taux d’oxygène dissous et  les concentrations 
en biomasse, en sucres réducteurs et en éthanol (partie expérimentale IV.3). 
 
 Les résultats obtenus pour le suivi de la fermentation sont présentés dans les 
figures IV.3  à  IV.7. 
 
• Au temps 0, le pH du milieu est de 6, et la teneur en oxygène dissous est 
de 8 mg/l. Cette dernière diminue rapidement jusqu’à une valeur de 0,3 g/l 
au bout de 2 heures, alors que le pH reste stable, que la concentration en 
biomasse ne varie pratiquement pas, et que les sucres totaux ne sont 
presque pas consommés. 
 
• A, l’issue de cette période de latence, la croissance de la biomasse 
débute, et sa concentration augmente très rapidement entre 2 et 6 heures, 
pour atteindre un maximum situé au bout de 10 heures. Simultanément le 
pH diminue pour se stabiliser autour d’une valeur proche de 4 au bout de 
6 heures. Cette phase de croissance rapide de la biomasse, entre 2 et 6 
heures, s’accompagne d’une faible consommation de sucres, dont la 
concentration diminue peu jusqu’à 6 heures, avec formation d’une faible 
quantité d’éthanol. Ainsi dans ces deux premières phases, l’activité 
métabolique du milieu se traduit essentiellement par la consommation de 
l’oxygène dissous, la croissance de la biomasse et l’abaissement du pH. 
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Figure IV.3 : Evolution du pH dans le milieu de fermentation liquide  
de la bagasse d’agave fraîche par Saccharomyces cerevisiae  
en fermenteur prépilote 
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Figure IV.4 : Evolution de la teneur en oxygène dissous dans le milieu  
de fermentation liquide de la bagasse d’agave fraîche par Saccharomyces 
cerevisiae en fermenteur prépilote 
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Figure IV.5 : Evolution de la concentration en biomasse dans le milieu  
de fermentation liquide de la bagasse d’agave fraîche par Saccharomyces 
cerevisiae en fermenteur prépilote 
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Figure IV.6 : Evolution de la concentration en sucres réducteurs totaux dans  
le milieu de fermentation liquide de bagasse d’agave fraîche par 
Saccharomyces cerevisiae en fermenteur prépilote 
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Figure IV.7 : Evolution de la concentration en éthanol dans le milieu  
de fermentation liquide de la bagasse d’agave fraîche par Saccharomyces 
cerevisiae en fermenteur prépilote 
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• Lorsque le pH se stabilise autour d’une valeur de 4, la consommation des 
sucres s’accélère, alors que la croissance de la biomasse se stabilise au 
bout de 10 heures : l’activité métabolique semble s’orienter au profit de la 
transformation en éthanol. A ce stade de l’avancement de la fermentation 
(10 heures), la vitesse d’agitation du milieu, jusqu’à alors fixée à 200 rpm, 
a été augmentée à 340 rpm pour favoriser les échanges dans le milieu, ce 
qui a eu aussi pour effet de légèrement augmenter la concentration en 
oxygène dissous. 
 
• Entre 10 et 16 heures, la production d’éthanol croit rapidement pour 
passer par un maximum de concentration de 5,8 g/l, alors que la 
disparition des sucres se poursuit progressivement, et que la 
concentration en biomasse diminue progressivement. 
 
• Au-delà de 16 heures, la fermentation éthanolique ne progresse plus, et la 
concentration en éthanol diminue légèrement pour se stabiliser à une 
valeur de 5,2 g/l, alors que la consommation des sucres se poursuit 
lentement, sans pour autant que la concentration en biomasse augmente. 
L’oxygénation du milieu par injection d’oxygène, au bout de 22 heures, a 
provoqué une légère augmentation de la concentration de biomasse, mais 
n’a pas favorisé la formation d’éthanol. 
 
 Une telle évolution du milieu de fermentation s’avère nettement différente de 
celle observée dans le cas de la fermentation de solutions concentrées de glucose 
et d’extrait d’agave. Ces différences peuvent s’interpréter en relation avec les 
mécanismes décrits dans la littérature pour la régulation du métabolisme des 
levures [Scriban, 1999]. Ainsi, Saccharomyces cerevisiae est connue pour être 
sensible à l’effet Pasteur, dans lequel l’oxygène active le fonctionnement des voies 
respiratoires et favorise la charge en ATP, inhibant directement la glycolyse et 
donc la fermentation. Inversement, cette levure est aussi sensible à l’effet 
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Crabtree, dans lequel une concentration élevée en sucre peut inhiber la voie 
catabolique respiratoire et favorise la synthèse des enzymes fermentaires. La 
fermentation est ainsi facilitée par des conditions semi-anaérobies (pas d’apport en 
oxygène, milieu agité) et une forte concentration en substrats, comme le montrent 
par exemple les courbes d’évolution du milieu dans le cas de solutions 
concentrées de glucose et d’extraits d’agave (figure IV.8). 
 
 Dans notre cas, la concentration, proportionnellement élevée en oxygène 
dissous dans le milieu initial, associé à la faible concentration en sucre, serait 
plutôt favorable à la voie catabolique respiratoire (cycle de KREBS). Ce qui se 
traduirait au cours des premières heures par une faible activité pour la glycolyse 
des sucres (consommation réduite des sucres), une consommation de l’oxygène 
dissous, et la formation d’acides dans le milieu (diminution du pH). Mais, en 
l’absence d’apport en oxygène, et lorsque le pH est suffisamment acide, la voie 
catabolique fermentaire redevient prépondérante, se traduisant par une croissance 
de la biomasse, une accélération de la glycolyse et donc de la consommation des 
sucres, et l’accumulation de l’éthanol. 
 
 Globalement, au maximum de la concentration en éthanol (5,8 g/l au bout de 
16 heures), le rendement en éthanol est de 38 % par rapport aux sucres 
réducteurs totaux initialement présents dans le milieu. 
 
 Cette valeur, très voisine de celle obtenue dans le cas de la fermentation à 
partir de la bagasse sèche, va être confirmée lors des essais de fermentation à 
l’échelle pilote. 
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Figure IV.8 : Evolution du milieu de fermentation d’une solution de glucose 
(54 %) et d’extrait d’agave (55 %) par Saccharomyces cerevisiae  
en fermenteur sans agitation (a) et agité (b) 
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 IV.3.2  Essai de fermentation à échelle pilote 
 
 Les essais de fermentation dans le fermenteur pilote sont menés à 30°C, 
avec 14 litres du milieu de culture constitué par la bagasse fraîche (2 kg M.S.), les 
nutriments, et 1,5 litres d’inoculum de Saccharomyces cereviseae (partie 
expérimentale IV.4). Le rapport liquide/solide dans la fermentation est de 7, et la 
concentration initiale en biomasse est de 3,48 g/l. Le pH est ajusté à 4,5 par ajout 
de HCl 0,1N, et la fermentation est conduite sous agitation (vitesse de rotation de 
l’agitateur 340 rpm), sans aération. Des échantillons du milieu sont prélevés toutes 
les 4 heures, le pH est mesuré et les teneurs en sucre et en éthanol sont 
déterminées. 
 
 Les résultats obtenus montrent que l’ajustement du pH initial a une valeur de 
4, qui reste pratiquement stable tout au long de la fermentation, réduit la période 
initiale pendant laquelle la consommation des sucres est très faible, de 6 à 4 
heures (figure IV.9). Ainsi au bout de 4 heures de fermentation, la conversion des 
sucres en éthanol démarre, avec un palier entre 8 et 12 heures, pour atteindre une 
concentration en éthanol maximum de 7,2 g/l au bout de 16 heures (figure IV.10), 
comme précédemment dans le réacteur prépilote. Puis cette concentration se 
stabilise à une valeur légèrement plus faible (6,8 g/l) jusqu'à la consommation 
totale des sucres au bout de 20 heures. 
 
 La concentration maximum en éthanol est légèrement supérieure au cas 
précédent du fait de la teneur en sucre réducteur dans l’échantillon de bagasse 
fraîche, traitée, légèrement plus élevée (12,9 % de la matière sèche), se traduisant 
par une concentration initiale en sucres dans le milieu plus élevé. Mais le 
rendement en éthanol, calculé par rapport au sucre introduit, est pratiquement le 
même (40 %).  
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Figure IV.9 : Evolution de la concentration en sucres réducteurs dans  
le milieu de fermentation liquide de bagasse d’agave fraîche  
par Saccharomyces cerevisiae en fermenteur pilote 
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Figure IV.10 : Evolution de la concentration en éthanol dans le milieu  
de fermentation liquide de bagasse d’agave fraîche par Saccharomyces 
cerevisiae en fermenteur pilote 
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IV.4 Conclusion 
 
 La fermentation des sucres résiduels, contenus dans la bagasse d’agave 
fraîche apparaît donc comme une voie de valorisation très intéressante :  
 
• Les rendements en éthanol, par rapport aux sucres résiduels obtenus 
avec la levure Saccharomyces cerevisiae, sont élevés (40 %), dans des 
conditions opératoires simples de mise en œuvre (fermenteur agité). 
 
• Une production de 50,4 kg d’éthanol par tonne de bagasse fraîche peut 
être obtenue en 16 heures dans un fermenteur discontinu, analogue à 
ceux mis en œuvre dans les usines de production de tequila, avec la 
même levure. 
 
• La distillation de l’éthanol ainsi produit ne nécessiterait qu’une 
augmentation des capacités des installations existantes. Remarquons que 
la concentration en éthanol dans le fermenteur (7 g/l) est d’ores et déjà 
plus  élevée que celles des extraits de marc de raisin dans les distilleries 
(2 à 3 g/l). 
 
 L’éthanol ainsi produit pourra être utilisé en complément de l’alcool obtenu à 
partir des jus sucrés extraits de bagasse, permettant ainsi d’augmenter la 
production sans perdre l’appellation tequila. Mais il peut aussi être utilisé comme 
source d’énergie. L’amélioration des rendements de production d’éthanol, à partir 
de la bagasse, pourra alors être obtenue par hydrolyse et fermentation des sucres 
de structure (hémicelluloses, cellulose). 
 
 
 
            
      
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CHAPITRE V 
 
HYDROLYSE ET FERMENTATION DE LA BAGASSE 
D’AGAVE tequilana W. cv azul 
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 La fermentation éthanolique directe des sucres résiduels contenus dans la 
bagasse d’agave tequilana est une voie de valorisation relativement facilement 
intégrable dans le procédé de fabrication de la tequila. Elle présente d’autant plus 
d’intérêt qu’elle sera réalisée sur la bagasse fraîche qui est riche en sucres 
directement fermentescibles et que l’éthanol produit pourra être valorisé comme 
alcool alimentaire. Par contre, réalisée sur la bagasse sèche, la fermentation 
éthanolique directe perd une partie de son intérêt du fait de la disparition d’une 
grande partie des sucres directement métabolisables par saccharomyces 
cerevisiae. 
 
 Une alternative pour la valorisation de la bagasse sèche serait alors de la 
considérer comme une source de sucres fermentescibles, obtenus par hydrolyse 
des polysaccharides de structure, pour la production d’éthanol à des fins 
énergétiques. Le développement de cette voie a retrouvé un fort regain d’intérêt, 
ces dernières années, dans la perspective de la production de biocarburants, 
comme alternative aux produits pétroliers. De très nombreux travaux y ont été 
consacrés, selon différents schémas de transformation de la biomasse 
lignocellulosique (figure V.1), et à partir de matières premières très variées 
[Sanchez et al., 2004 ; Ruiz, 1998 ; Moya, 1997 ; Torjörn et Bärbel Hahn-Hägerdal, 
1989 ; Ogundipe et Lu, 1989 ; Bichio et al., 1989 ; El-Diwany et al., 1986 ; 
Hung,1992 ; Watson,1964]. Mais qu’il s’agisse de la voie d’hydrolyse chimique ou 
enzymatique de la cellulose, l’une des étapes clefs de la transformation reste 
encore aujourd’hui l’hydrolyse des hémicelluloses et la fermentation des pentoses 
qui en résulte. C’est à cette étape que nous nous sommes intéressés dans le cas 
particulier de la bagasse d’agave sèche. 
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Figure V.1 : Schéma simplifié de la production d’éthanol à partir de biomasse 
lignocellulosique [Ogier, 1999] 
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V.1 Etude des conditions d’hydrolyse acide des hémicelluloses 
de la bagasse d’agave tequilana sèche 
 
 Le traitement de la bagasse d’agave sèche en réacteur autoclave agité à 
130°C pendant 1 heure, avec un rapport liquide/solide de 26 en présence d’acide 
sulfurique à 4 % dans l’eau (partie expérimentale n° V.1) montre que dans ces 
conditions opératoires, la quasi-totalité des hémicelluloses sont hydrolysées 
(tableau V.1). 
 
 Avant hydrolyse Après hydrolyse* 
Cellulose (% MS) 43 52,6 
Hémicellulose (% MS) 19 0,3 
Lignine (% MS) 15 31,3 
 
*Conditions opératoires : 
1 heure à 130°C ; L/S = 26 ; H2SO4 = 4 % 
 
Tableau V.1 : Répartition cellulose–hémicellulose–lignine avant et après 
hydrolyse acide de la bagasse d’agave tequilana sèche 
 
 L’analyse de la composition en sucre de l’hydrolysat confirme, par 
comparaison avec celle des extraits aqueux, la libération de xylose, d’arabinose, 
de galactose et de glucose, avec des rendements par rapport à la matière sèche 
de bagasse respectivement de 4, 1, 1 et 8 % (tableau V.2). 
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Rendements (% MS bagasse) 
Sucres 
Extraction aqueuse (1) Hydrolyse acide (2)
Xylose 0,15 4 
Arabinose 0,15 1 
Galactose 0,05 1 
Glucose 0,2 8 
Fructose 7 4 
 
Conditions opératoires :  
(1) H2O ; 1 heure à 70°C ; L/S = 10 
(2) H2SO4 = 4 % dans H2O ; 1 heure à 130°C ; L/S = 26 
 
Tableau V.2 : Comparaison des rendements en sucres obtenus par extraction 
aqueuse et hydrolyse acide de bagasse d’agave tequilana sèche 
 
 Ces résultats pourraient indiquer que les hémicelluloses de la bagasse 
d’agave sont essentiellement de type xyloglucanes. Cependant, le rendement 
cumulé pour ces quatre sucres (14 % de la matière sèche de la bagasse) 
représente moins de 75 % des hémicelluloses présentes dans la bagasse (19 % 
MS), bien que celles-ci soient totalement hydrolysées par le traitement acide. Il 
apparaît donc que les conditions d’hydrolyse acide retenues, qui permettent la 
dépolymérisation quasi-totale des hémicelluloses, sont aussi favorables à une 
dégradation partielle des sucres. De tels résultats ont déjà été observés par 
plusieurs auteurs dans le cas de l’hydrolyse d’hémicelluloses d’autres matières 
lignocellulosiques dans des conditions opératoires voisines (Sanchez, 1990, Qiabi, 
1994). Par ailleurs, le plus faible rendement en fructose, extrait dans les conditions 
d’hydrolyse acide (4 %) par rapport à l’extraction aqueuse (7 %), révèle aussi une 
dégradation partielle de ce sucre. Or, la dégradation acide des pentoses et des 
hexoses, est connue pour conduire à la formation de dérivés furaniques (furfural à 
partir des pentoses et hydroxyméthylfurfural à partir des hexoses) ou de leurs 
précurseurs, qui sont considérés comme des inhibiteurs de la fermentation (Hahn- 
Hahn-Hägerdal, 1994). 
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 La diminution de la température d’hydrolyse est un facteur prépondérant pour 
limiter ces réactions de dégradation des sucres. A 100°C, la constante de vitesse 
de dégradation du xylose est quasiment nulle (Qiabi, 1994), et le rendement 
d’extraction de matière sèche de la bagasse est pratiquement doublé en présence 
d’acide (tableau V.3) par rapport à l’extraction aqueuse (17 %) (paragraphe IV.1). 
 
Concentration en acide 
H2SO4 (%) 
0,5 
(0,1 N) 
1 
(0,2 N) 
1,5 
(0,3 N) 
2 
(0,4 N) 
3 
(0,6 N) 
4 
(0,8 N)
Rendement d’extraction (1) 
(%) 
31 30 29 32 32 34 
 
(1) (masse de bagasse sèche introduite – masse de résidu solide sec) / (masse de 
bagasse sèche introduite) 
Conditions opératoires : 
1 heure à 100°C ; L/S = 26 en réacteur agité) 
 
Tableau V.3 : Rendement d’extraction de matière sèche lors de l’hydrolyse 
acide de la bagasse d’agave tequilana à 100°C 
 
 L’évolution de la concentration en sucres totaux réducteurs, dans les 
hydrolysats obtenus à 80 et 95°C, pour des concentrations croissantes en acide 
(0,1 N à 1 N), montre alors que : 
 
• A faible concentration en acide (0,1 N) et faible température (80°C), 
l’hydrolyse des hémicelluloses est quasiment nulle avec l’acide 
sulfurique, pour lequel la concentration en sucre reste voisine de 
celle des sucres libres extractibles à l’eau, et très lente avec l’acide 
chlorhydrique (figure V.2). L’augmentation de la  température à 95°C 
accélère l’hydrolyse pour les deux acides. Le rendement en sucres 
libérés   atteint 9,35 %  avec   H2SO4  et 11,23 % avec  HCl  au  bout  
de  4 heures. 
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Réacteur agité ; L/S =13,33 
 
Figure V.2 : Evolution de la concentration en sucres totaux réducteurs dans 
le milieu de l’hydrolyse acide de la bagasse d’agave tequilana sèche pour 
des faibles concentrations en acide H2SO4  , HCl (0,1 N) 
 
• Pour une concentration en acide 0,5 N, à 80°C, la différence de 
comportement des deux acides se confirme. La libération des sucres 
est très rapide au cours des premières minutes de contact avec les 
deux acides, correspondant probablement à l’hydrolyse des fractions 
hémicellulosiques les plus accessibles. Mais elle ne se poursuit 
pratiquement pas dans le cas de l’acide sulfurique, alors qu’elle 
progresse régulièrement dans le cas de l’acide chlorhydrique (figure 
V.3). Cette différence de comportement doit être relié au fait qu’à 
80°C, la concentration réelle en ion H+ dans le milieu devient trop 
faible avec H2SO4, lorsque celui-ci est partiellement consommé par 
la neutralisation de la matière, la seconde acidité de cet acide n’étant 
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pas la même que celle de l’acide chlorhydrique. La différence 
d’efficacité d’hydrolyse persiste à 95°C, le rendement en sucres 
totaux libérés atteignant 26,47% au bout de 4 heures avec HCl, alors 
qu’il n’est que de 18,5 % avec H2SO4.  
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Conditions opératoires : 
Réacteur agité ; L/S = 13,33 
 
Figure V.3 : Evolution de la concentration en sucres totaux réducteurs  
dans le milieu d’hydrolyse acide de la bagasse d’agave tequilana sèche  
pour une concentration en acide de 0,5 N 
 
 
• Pour une  concentration en acide 1N, l’augmentation de la 
température de 80 à 95°C permet d’augmenter la concentration en 
sucres totaux dans le milieu au bout de 4 heures, mais les 
rendements sont toujours supérieurs avec HCl qu’avec H2SO4 
(tableau V.4). 
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Concentration  
en acide 
Température 
(°C) 
Concentration 
en sucre 
(g/l) 
Rendement  
en sucre 
(% MS) 
H2SO4 1 N 80 10,01 14,96 
H2SO4 1N 95 16,25 24,07 
HCl 1 N 80 14,04 20,80 
HCl 1 N 95 18,25 27,04 
 
Conditions opératoires : 
Réacteur agité ; L/S = 13,33; durée = 4 heures 
 
Tableau V.4 : Rendement d’hydrolyse acide de la bagasse d’agave tequilana 
sèche au bout de 4 heures pour une concentration en acide de 1 N 
 
 En conclusion, l’hydrolyse acide des hémicelluloses de la bagasse d’agave 
tequilana sèche est donc efficace dans des conditions relativement douces de 
température (< 100°C), permettant d’atteindre des concentrations en sucre dans 
l’extrait relativement élevées (> 18 g/l) en minimisant leur dégradation. Si le 
glucose et le fructose sont les sucres majoritaires de ces extraits, la présence de 
xylose en forte proportion nécessite cependant d’adapter les conditions de la 
fermentation, et en particulier le choix de la levure, pour la conversion de ce milieu. 
 
 
V.2 Etude de la fermentation des hydrolysats de bagasse d’agave 
tequilana sèche 
 
 La fermentation directe du xylose en éthanol par saccharomyces cerevisiae 
n’est possible qu’en présence d’une isomérase assurant sa transformation en 
xylulose (figure V.4). En son absence, le xylose est réduit en xylitol, qui s’accumule 
dans le milieu (paragraphe IV.2). Par contre, plusieurs espèces de levure ont été 
identifiées comme étant efficaces pour la conversion du xylose en éthanol via la 
transformation du xylitol en D-xylulose et D-xylulose-5-phosphate. 
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Figure V.4 : Voies de conversion du xylose en xylose-5-phosphate 
(Sliniger et al., 1987 ;  Delleweg et al., 1984 ; Scheneider et al., 1981) 
 
 Parmi ces levures,  Pachysolen tannophilus a fait l’objet de nombreux 
travaux, à partir de solutions de sucres et d’hydrolysats de matières 
lignocellulosiques (tableaux V.5 à V.7) 
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Substrat Conditions de
fermentation 
 Résultats  Effets Remarques Reference 
biliographique 
Xylose T°30°C 
pH 4 
Production  
d’éthanol 
 Vois métaboliques : 
Pentose phosphate 
Glycolyse 
Phosphogluconate 
Delleweg (1984). 
Xylose  32°C
pH 4 
Formation de  
Xylose-5P 
Obtenu pour : 
xylose               xylitol 
xylitol    xylulose 
xylulose              xylulose-5P 
Vois de métabolisme de Xylulose-5P: 
Pentose-phosphate  
Embden-Meyerhof-Pars (EMP) 
Cycle du glycoxalate 
Cycle des acides tricarboxiliques  
Slinger (1987) 
 
Tableau V.5. : Voies métaboliques de Pachysolen tannophilus 
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Substrat Conditions de
fermentation 
  Résultats  Effets Remarques Référence 
Xylose glucose  Production d’éthanol   Slinger (1982) 
D(+)–mannose, galactose et 
cellobiose 
L(+)-arabinose 
D(-)-Ribose, Fructose 
Mannitol, Xylitol et glycerol 
T° 32°C 
pH 4 
Métabolisme de ces 
sucres 
    Neirick (1982)
Schneider(1981) 
Jefries (1982)  Maleska 
(1982)  
Kruse (1996). 
Xylose 
Glucose, xylose, et glucose-
xylose 
Substrat 25 -g/L 
30-35°C,pH3,5- 5,5.
 
 
Substrat  25 g/L 
30°C, pH1,5-5,5 
aéreation-0,3 /v/min 
 
Production d’éthanol  7 g/L 
 
 
Production d’éthanol 9g/L   
 
Métabolisme 
glucose, xylose. 
 
Vitesse maximale de 
production d’éthanol. 
Meilleures conditions : 
T°30°C, pH 4,5.  
 
 
Meilleures conditions  : 
T°30°C, pH 4,5, 
microaération 
Castro (1989) 
 
 
 
Castro (1993) 
Xylose Substrat  50g/L 
pH 2,5, T° 32°C 
Débit d’air : 0,075 
v/v/min 
Production d’éthanol 
YE/S = 0,28  g E/ g Xyl  
  qs = 0,49 g/g/L 
  qE = 0,12 g/g/L 
 Espèce NRRÑ  
Y-2460  
Slinger (1982) 
D-xylose T° 30-32°C pH 4,5 Production optime d’éthanol 
 
 Importance de la température Slinger (1982)Barbosa 
(1990) Sánchez (2004) 
 
D-xylose 50 g xylose/L 
pH 3,7T° 31,5 °C 
Production d’éthanol  Plan d’expériences deux 
factoriel pour optimiser T° et 
pH 
Keith, 1995 
Xylose 
 
 
Aération très élevée.
 
Aération faible 
+ production de biomasse 
 
+ production d’éthanol 
  
Utiliser un niveau minimum 
d’aération. 
Slinger,1982 ;Schneider 
1981 ; Degenes,1985 ; 
Kruse, 1996 
Glucose et xylose + aération 
microaérobies 
Biomasse>>>éthanol 
Éthanol>>>>biomasse 
 Les métabolismes du glucose 
et  du xylose est consécutif 
Furlan, 1994 ; Kruse, 
1996. 
Xylose Essai extrait de
levure 
  Production d’éthanol et
xylitol 
 Production de 
thiamine et biotine 
 Neirink, 1982 ; Kruse, 
1996 ; Hung, 1998. 
Xylose     250 g/L
pH 4 
T° 30°C 
Production d’éthanol Inhibition pour
substrat. 
Plus de 34 g xylose/L  
diminue la production de 
éthanol de 0,31 à 0,08 
Slinger, 1987. 
Tableau V.6. : Conditions de croissance et production des métabolites par Pachysolen tannophilus 
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Substrat  Conditions de
fermentation 
 Résultats  Effets Remarques Reference 
Extraits acides de 
résidus 
lignocellulosiques 
pH 4 
T° 30°C 
Production d’éthanol Inhibition par les produits 
chimiques des hydrolyses 
(acide acétique, phénols, 
furfural...) 
   Mccaskey, 1986
Xylose   T° 35°C
PH 4 
Production d’éthanol et 
xylitol 
 Candida shehatae, C. tenuis,
Pachysolen tannophilus, pichia
segobienis, P.stipitis. connues depuis 
1980  
 
 
Jeffries, 1994 
Xylose   T° 35°C
pH 30°C 
Plus importantes pour la 
production d’éthanol 
 Pichia stipitis, Candida shehatae et 
Pachysolen tannophilus, 
Hahn-Hägerdal 
1994 
Xylose    T° 30°C
pH 4 
Production d’éthanol Inhibition pour  les hautes 
concentrations d’éthanol et 
produits chimiques de 
l’hydrolyse. 
 Hahn-Hägerdal
1994 
Xylose et glucose des 
extraits des résidus 
lignocellulosiques 
T° 32°C 
pH 4,5 
Production d’éthanol Présence de glucose inhibe 
l’utilisation de xylose 
D-glucose faite la répression de  la 
xylose réductase et l’activité de la 
déshydrogénase 
Hung, 1992 
Liqueurs usées de 
sulfite (SSL) 
Adition du glucose 
et xylose isomérase 
Production d’éthanol et 
xylitol. 
Rendement d’éthanol par S. 
cerevisiae : YE/s 0 0,41 g/g 
Levures : C. tropicalis, Pichia 
stipitis, Pachysolen tannophilus, 
Schizoccharomyces pombe, 
Saccharomyces cerevisiae. 
Torbjörn, 1989 
 Glucose 2,6 % et 
xylose 0,7% de sciure. 
T° 30°C 
pH 5 
Production d’éthanol 35,6 mg éthanol 
27 mg éthanol 
S. ovarium NRRL 978 
Pachysolen tannophilus. Hydrolyse 
H2SO4 1%, 120°C, 15 psi, 40 min. 
Ogundipe, 1989 
Glucose et xylose de 
paille de blé et tige de 
tournesol. 
T° 30°C 
pH 4 
sucres 8% 
Production d’éthanol YE/S = 1,4 g/g Hydrolyses enzymatique après 
traitement avec acide peracétique. 
El-Diwany, 1985 
 
Tableau V.7. : L’utilisation des résidus lignocellulosiques pour l’obtention d’éthanol et xylitol avec  
Pachysolen tannophilus 
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Substrat  Conditions de
fermentation 
 Résultats  Effets Remarques Reference 
D-xylose de bagasse 
de canne sucre 
T° 30°C 
pH 4,5 
Production d’éthanol Inhibition par : furfural 0,3 
g/L, acide acétique 7g/L, fer 
0,07 g/L, chrome 0,01g/L, 
niquel 0,01 g/L, cuivre 0,004 
g/L 
Produits chimiques de l’hydrolyses 
acide H2SO4.  
Watson, 1984 
Xylose, fructose T° 32°C 
pH 4 
Production d’éthanol et 
xylitol. 
inhibitoire La fructose réprime l’induction de 
l’enzyme réductase- xylose et 
l’activité de xylitol -déshydrogénase.
Bichio, 1989 
Xylose, glucose de 
paille du Paja Brava 
T° 30°C 
pH 4 
Production d’éthanol Inhibitoire à hydrolyse de T° 
> 200°C 
Traitement avec H2SO4 et vapeur 
d’eau ,T° 170, 190, 230°C.Temps 3-
10 min 
Sanchéz, 2004 
Sucres des 
hémicelluloses de  
tiges de tournesol 
30°C, pH 4,5,sucres 
réducteurs totaux : 
10,86 g/L 
Production d’éthanol 
(1g/L) et xylitol (0,5g/L)
 Traitement avec H2SO4 0,55-0,94, 
T°135°C, L/S 22.5 
Ruiz (1998) 
 Sucres des 
hémicelluloses  des 
résidus des oliviers. 
30°C, pH 4,5, sucres
réducteurs totaux 35 
g/L. 
Production d’éthanol 
5g/L, et xylitol 0,5 g/L. 
 Traitement avec HCl 1N et 
fluoracetique 1N, T°90°C, temps 
240 min. 
Moya (1997) 
  
Tableau V.7.(suite) : L’utilisation des résidus lignocellulosiques pour l’obtention d’éthanol et xylitol avec  
Pachysolen tannophilus 
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 Du point de vue taxonomique, la levure Pachysolen tannophilus appartient à la 
subdivision ascomycotine, classe ascomycètes (Sliniger, 1987). Cinq espèces ont été 
isolées et référencées comme Y-2460, Y-2461, Y-2462, Y-2463 et Y-6704 dans la 
collection ARS du Northern Regional Research Center NRRL (Peoria, Illinois, USA). 
 Les essais de fermentation des hydrolysats, issus du prétraitement acide de la 
bagasse d’agave tequilana sèche, ont été réalisés au Laboratoire du Département 
d’Ingénierie Chimique, Technologique, Biochimique et Agroalimentaire de l’Université 
de Jaen-Granada (Espagne), avec la souche de levure Pachysolen tannophilus 
donné par le Professeur J.G. Carrasco, de la Division de Biomasa del CIEMAT. 
 
 Les hydrolysats obtenus, dans les conditions opératoires précédemment 
décrites, sont séparés du résidu solide par filtration, au bout de 4 heures d’hydrolyse, 
ajusté à pH 4,5, et introduit dans un fermenteur agité (partie expérimentale n° V.3)  
avec l’extrait de levure et les compléments suivants : peptone, MgSO4, 7H2O, 
KH2PO4, et (NH4)2 SO4. La fermentation est menée à 32°C, sous agitation (400 rpm) 
pendant 256 heures. La biomasse formée, les sucres réducteurs, le xylitol et l’éthanol 
sont dosés dans les prélèvements effectués dans le fermenteur. 
 
 Dans les hydrolysats obtenus pour les concentrations minimales en acide (0,1 
N) et à 80°C, la croissance de la biomasse reste très limitée et très peu de sucres 
sont métabolisés par la levure, se traduisant par une très faible production en éthanol 
et en xylitol (figure V.5). Les faibles concentrations en sucre initialement présents 
dans ces hydrolysats, correspondant aux sucres libres déjà présents dans la 
bagasse, c’est-à-dire essentiellement du fructose, ne semblent pas suffisantes pour 
permettre à la voie catabolique fermentaire de se maintenir. 
 
 
 
 
Figure V.5 : Evolution des milieux de fermentation par Pachysolen tannophilus 
des hydrolysats acide de bagasse d’agave sèche obtenue  
à 0,1 N et 80°C 
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 Bien que la croissance de la biomasse reprenne au bout de 150 heures de 
fermentation, dans le cas de l’hydrolysat obtenu à 80°C et avec H2SO4 0,5 N, la 
consommation des sucres et leur transformation en éthanol et en xylitol ne progresse 
pas (figure V.6),  la concentration initiale en sucre étant ici aussi faible (< 6 g/l). De 
plus, bien que le fructose soit correctement métabolisé par Pachysolen tannophilus 
pour la fermentation éthanolique, ce sucre, majoritaire dans ces hydrolysats, aurait 
un effet défavorable à l’activité des enzymes xylose réductase et xylitol 
deshydrogenase (Bicho, 1989). 
 
 Lorsque la concentration initiale en sucre dans les hydrolysats est plus élevée (> 
10 g/l) correspondant à des conditions opératoires pour lesquelles les hémicelluloses 
sont partiellement hydrolysées (1 N, 80°C et 0,5 N, 95°C), les courbes d’évolution 
des concentrations dans le fermenteur (figures V.7 à V.10) révèlent l’existence de 
plusieurs étapes : 
 
• Après une phase de croissance relativement modérée de la biomasse 
au cours des 50 premières heures, la concentration en biomasse se 
stabilise, pour réaugmenter à nouveau rapidement. La concentration en 
sucres totaux suit une courbe d’évolution en décroissance analogue, 
avec un palier plus ou moins prononcé, mais qui ne correspond pas 
systématiquement à celui observé pour la croissance de la biomasse. 
Rappelons en effet, que la disparition des sucres correspond à au 
moins trois métabolismes concurrents : le métabolisme respiratoire, le 
métabolisme de fermentation éthanolique à partir des hexoses, et le 
métabolisme conduisant à la fermentation éthanolique des pentoses. 
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Figure V.6 : Evolution du milieu de fermentation par Pachysolen tannophilus de 
l’hydrolysat acide de bagasse d’agave sèche obtenue à H2SO4 0,5 N t 80°C 
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Figure V.7 : Evolution du milieu de fermentation par Pachylosen 
Tannophilus de l’hydrolysat acide de bagasse d’agave sèche obtenue à 
H
Figure V.7 : Evolution du milieu de fermentation par Pachylosen 
Tannophilus de l’hydrolysat acide de bagasse d’agave sèche obtenue à 
H2SO4 1 N et 80°C 
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Figure V.8 : Evolution du milieu de fermentation par Pachylosen Tannophilus 
de l’hydrolysat acide de bagasse d’agave sèche obtenue à HCl 1 N et 80°C 
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Figure V.9 : Evolution du milieu de fermentation par Pachylosen Tannophilus 
de l’hydrolysat acide de bagasse d’agave sèche obtenue à H2SO4 0,5 N et 95°C 
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Figure V.10 : Evolution du milieu de fermentation par Pachylosen Tannophilus 
de l’hydrolysat acide de bagasse d’agave sèche obtenue  
à HCl 0,5 N et 95°C 
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• Au cours des 50 premières heures, la faible croissance de la biomasse 
et la disparition des sucres se traduit par l’apparition d’éthanol, mais 
pas de xylitol. Au-delà de 50 heures, la concentration en xylitol dans le 
milieu augmente rapidement, alors que la concentration en éthanol 
marque un palier, pour réaugmenter lorsque celle en xylitol est proche 
de son maximum. Ces résultats sont conformes à ceux obtenus par 
Castro (1996) et Moya (1997) dans le cas de la fermentation de 
mélanges glucose-xylose par Pachysolen Tannophilus dans les mêmes 
conditions de température et de pH. Bien que les contributions des 
métabolismes de fermentation des hexoses et des pentoses à la 
production d’éthanol ne puisse être distinguée de façon certaine, 
puisque seule la disparition des sucres totaux réducteurs a été suivie, il 
apparaît raisonnable d’imputer la première phase d’augmentation de la 
concentration en éthanol, au cours des 50 premières heures, à la 
fermentation des hexoses (fructose et glucose) et la seconde phase à 
la fermentation du xylose, en accord avec la production de xylitol qui 
est l’intermédiaire métabolique pour l’isomérisation en xylulose et la 
fermentation du xylulose-5-phosphate [Moya, 1997 ; Furlan,1994 ; 
Kruse, 1996 ]. Remarquons cependant que lorsque la production de 
xylitol est très rapide (HCl 1 N, 80°C) (figure V.8), le palier de 
production d’éthanol est moins perceptible, et que rien n’indique qu’une 
partie de l’éthanol produit au-delà de 100 heures de fermentation ne 
provienne pas aussi d’une poursuite de la métabolisation des hexoses. 
 Lorsque les hydrolysats sont obtenus dans les conditions où l’hydrolyse des 
hémicelluloses est la plus poussée (1 N, 95°C), correspondant aux concentrations 
initiales en sucres les plus élevées, les courbes d’évolution de concentration en 
biomasse et en sucre, dans le milieu de fermentation, sont très voisines des 
précédentes, traduisant une croissance de la biomasse et une disparition des sucres 
en deux phases séparées par un pallier (figures V.11 et V.12). 
 
 
Figure V.11 : Evolution du milieu de fermentation par Pachylosen Tannophilus 
de l’hydrolysat acide de bagasse d’agave sèche obtenue  
à HCl 1 N et 95°C 
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Figure V.12 : Evolution du milieu de fermentation par Pachylosen Tannophilus 
de l’hydrolysat acide de bagasse d’agave sèche obtenue  
à H2SO4 1 N et 95°C 
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 Cependant, si l’apparition du xylitol est toujours postérieure à celle de l’éthanol, 
elle est plus rapide dans le cas de l’hydrolysat obtenu avec H2SO4 1 N, où la 
concentration en xylitol est maximum en moins de 50 heures. A l’inverse, dans les 
hydrolysats obtenus avec HCl 1 N, la production d’éthanol ne démarre 
significativement qu’après 50 heures, mais elle est très rapide jusqu’à 100 heures. 
Ces différences de comportement peuvent être reliées d’une part au fait que 
l’hydrolyse des hémicelluloses plus poussée avec HCl qu’avec H2SO4, s’accompagne 
de la formation d’une plus grande proportion de produits de dégradation. Ils 
pourraient être responsables d’une inhibition initiale de la fermentation éthanolique, 
nécessitant une phase d’adaptation plus importante de la levure à son 
environnement, que traduit d’ailleurs bien le décalage du démarrage de la croissance 
de la biomasse observé pour les hydrolysats obtenus avec HCl. Avec H2SO4 comme 
acide d’hydrolyse, la présence de sulfate et non de chlorure, dans le milieu de 
fermentation partiellement neutralisé, pourrait avoir un impact favorable sur 
l’adaptation de la levure à son milieu, et expliquer le démarrage plus rapide de la 
fermentation. 
 
 Toutefois, au bout de 200 heures de fermentation, c’est l’hydrolysat initialement 
le plus concentré en sucre (18 g/l), obtenu avec HCl 1 N à 95°C, qui conduit à la 
concentration en éthanol la plus élevée (10 g/l) pour une concentration finale en 
xylitol proche de 2,5 g/l. Cette dernière est un peu plus élevée dans le cas de 
l’hydrolysat obtenu avec H2SO4 1 N à 95°C (proche de 3 g/l de xylitol) mais la 
concentration en éthanol est un peu plus faible (8 g/l). 
 
 
 
 
 
   * 
  *  * 
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 En conclusion, ces résultats mettent en évidence l’intérêt du choix de la levure 
Pachysolen Tannophilus pour la fermentation éthanolique des hydrolysats de 
bagasse sèche d’agave tequilana : 
 
• La présence de produits de dégradation des sucres et de co-produits 
extraits, lors de l’hydrolyse menée dans des conditions opératoires 
douces, n’inhibe pas les métabolismes de fermentation éthanolique. 
 
• Les pentoses, et en particulier le xylose, dont la proportion dans les 
hydrolysats peut être estimée à 25 % dans les conditions d’une 
hydrolyse totale des hémicelluloses (tableau V.2), sont métabolisés en 
xylitol et en éthanol. Le rendement en xylitol, par rapport aux sucres 
totaux initialement présents atteint 20 % dans le cas de l’hydrolysat 
obtenu avec H2SO4 1 N à 95°C (tableau V.3). Sous l’hypothèse que les 
pentoses représentent 25 % des sucres présents dans l’hydrolysat, le 
rendement en xylitol, par rapport aux pentoses, serait de plus de 80 %. 
Ce qui indiquerait que la contribution des pentoses à la production 
d’éthanol est dans ce cas relativement faible. Il n’en serait pas de 
même dans le cas de l’hydrolysat obtenu avec HCl 1 N à 95°C, puisque 
le rendement en xylitol par rapport aux sucres totaux n’est plus que de 
13 %, soit près de 50 % des pentoses convertis en xylitol, sous les 
mêmes hypothèses de répartition pentoses-hexoses que 
précédemment. Remarquons cependant que ces valeurs calculées, 
pour le rendement en xylitol par rapport aux pentoses, restent élevées, 
supérieures aux valeurs relevées dans la littérature qui sont de 1,11% 
par rapport au xylose ou au xylulose dans les meilleurs des cas 
[Moya,1997]. Ainsi, la concentration en pentose et en particulier en 
xylose, dans les hydrolysats de bagasse, pourrait être sous estimée, 
d’une part parce que la  proportion de pentose dans l’hydrolysat serait 
supérieure à 25 %, et d’autre part parce que la méthode de dosage des 
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sucres totaux réducteurs, avec comme étalon le glucose, conduit à une 
sous-estimation de la teneur en pentose dans les hydrolysats. 
 
Conditions 
d’hydrolyse de 
la bagasse 
Concentra-
tion initiale  
en sucres 
réducteurs 
totaux (g/l) 
Concentra-
tion finale  
en xylitol  
(g/l) 
Concentra-
tion finale  
en éthanol  
(g/l) 
Rendement 
en xylitol 
(%) 
Rendement 
en éthanol 
(%) 
 
H2SO4 1N, 95°C 
 
16 2,9 8,53 21 53 
 
HCl 1N, 95°C 
 
18 2,4 10,2 13 56 
 
Tableau V.3 : Rendement en xylitol et en éthanol pour la fermentation  
par Pachysalen Tannophilus des hydrolysats de bagasse sèche  
d’agave tequilana 
 
• Les rendements en éthanol calculés par rapport aux sucres réducteurs 
totaux, présents dans les hydrolysats obtenus avec HCl et H2SO4 1 N à 
95°C, sont aussi très élevés (53 à 56 %) si l’on se réfère aux meilleurs 
résultats décrits dans la bibliographie dans le cas du glucose avec 
saccharomyces cerevisiae (51,1% d’éthanol par rapport au glucose 
[(chapitre IV.2), [Scriban,1999]]. Comme précédemment, une 
explication pourrait être une sous-estimation de la concentration réelle 
des sucres initialement présents du fait de la méthode de dosage mise 
en œuvre. Remarquons toutefois que cette sous-estimation ne porte 
que sur les pentoses, qui ne représenteraient que 25 % du total des 
sucres présents dans l’hydrolysat. Avec un facteur de correction égal 
au rapport des masses moléculaires de sucre à 25 % de pentose et 75 
% d’hexose, les rendements en éthanol recalculés par rapport aux 
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sucres totaux seraient de 54 % et 52 % dans le cas des hydrolysats 
obtenus avec H2SO4 et HCl 1 N à 95°C. 
 
 Ce qui montre bien la remarquable efficacité de la levure Pachysolen 
Tannophilus pour la fermentation des sucres obtenus par hydrolyse de la bagasse 
sèche d’agave tequilana. 
 
 
V.3 Conclusion 
 
 Après séchage, la bagasse d’agave tequilana ne contient plus que 7 % de 
sucres libres majoritairement sous forme de fructose. Bien que la fermentation 
éthanolique par saccharomyces cerevisiae, des extraits aqueux de cette bagasse, 
conduit à de bons rendements en éthanol, la concentration en éthanol reste limitée.  
 
 L’hydrolyse acide des hémicelluloses de la bagasse sèche permet alors 
d’augmenter la teneur en sucres extractibles à une valeur de 18 % par rapport à la 
matière sèche initiale, dont 5 % de pentoses et 13 % d’hexoses. L’hydrolyse acide, 
menée dans des conditions relativement douces (HCl 1 N, 4 heures à 95°C, avec un 
rapport liquide/solide de 13,3), limite la dégradation des sucres et la formation 
d’inhibiteurs de la fermentation éthanolique. 
 
 La levure Pachysolen Tannophilis s’avère particulièrement bien adaptée pour la 
fermentation des hydrolysats acides de la bagasse sèche : 
 
• des rendements en éthanol élevés sont atteints (14,8 % par rapport à la 
matière sèche de bagasse et 56 % par rapport au total des sucres 
réducteurs) avec une concentration relativement élevée (10 g/l), 
 
• la conversion des sucres, et plus particulièrement des pentoses en 
xylitol, avec des rendements par rapport à la matière sèche de 4,29%. 
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 La séparation du xylitol après récupération de l’éthanol pourrait offrir une co-
valorisation très intéressante de la bagasse à travers la valeur ajoutée apportée par 
cet édulcorant sucré. 
 
 Cette voie de valorisation, qui peut être appliquée directement à la bagasse 
sèche dont l’avantage est d’être stockable, peut aussi s’insérer comme une étape 
d’un procédé de fractionnement de la bagasse fraîche pour la production d’éthanol-
carburant, après la fermentation directe des sucres libres (fructose) et avant 
l’hydrolyse enzymatique de la cellulose résiduelle et la fermentation du glucose 
obtenu. Cependant, la faible vitesse de conversion des sucres en éthanol par 
Pachysolen Tannophilus (5 à 6 jours de fermentation en fermenteur de laboratoire) 
nécessitera une étude d’optimisation des conditions opératoires pour en augmenter 
la productivité et diminuer le dimensionnement des fermenteurs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSION 
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 A l’image de nombreuses autres plantes qui ont été domestiquées par l’homme 
pour constituer une matière première renouvelable, source d’aliment d’énergie, de 
matériaux ou de produits chimiques, la production agricole et la transformation agro-
industrielle des agaves s’est construite autour de l’extraction et la transformation de 
l’un de ses principaux constituants. En effet, cette plante succulente, adaptée au 
climat de plusieurs régions semi-arides du Mexique, possède la capacité «admirable» 
d’accumuler, sous forme de réserve dans sa tige, appelée couramment tête, des 
polyfructanes. Ainsi, l’agave tequilana W. cv azul, couramment appelée agave bleue, 
sélectionnée parmi les très nombreuses variétés de maguey, contient plus de 60 % 
de sucres extractibles à l’eau chaude, dont plus de 50 % sous forme de polyfructanes 
du type inuline. L’exploitation de cette agave s’est traditionnellement orientée vers la 
production d’un alcool de bouche bien connu, la tequila, par fermentation de sucres 
extraits et distillation de l’éthanol. Mais l’extraction des jus sucrés, ou agua miel, 
laisse un résidu solide, appelé bagasse, qui représente plus de 35 % de la matière 
sèche de la tête d’agave. Ce co-produit n’est pas valorisé actuellement, et son 
accumulation sur les sites de décharges pose un problème de gestion de 
l’environnement de plus en plus sensible. 
 
 Dans ce contexte, le développement de nouvelles voies de valorisation de la 
bagasse constitue un enjeu économique incontournable pour le développement 
durable de l’exploitation de l’agave tequilana W. cv azul, d’autant plus que le Mexique 
cherche à faire reconnaître, sur un plan international, l’appellation d’origine contrôlée 
de la tequila. 
 
 La caractérisation physique de la bagasse d’agave tequilana sèche montre qu’il 
s’agit d’une structure foisonnante en forme d’amas de fibres, constituée par près de 
50 % de fibres longues (> 10 cm) enchevêtrées avec des fibres de plus petites tailles 
(∼ 30 % entre 0,5 et 10 cm). L’observation microscopique montre que les fibres 
longues sont en fait des brins de fibres, plus ou moins éclatés en raison du traitement 
de cuisson, de broyage et de pressage de la tête d’agave pour l’extraction des jus 
sucrés. Les fibres de plus petites tailles proviendraient de ces opérations qui peuvent 
être assimilées à un défibrage partiel. Des débris de parois cellulaires sont aussi mis 
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en évidence, ce qui expliquerait la présence d’une fraction de fines particules 
représentant 10 % de la bagasse sèche. La présence de cristaux d’oxalate de 
calcium est aussi observée, qui contribuent à sa teneur relativement élevée en 
matière minérale (6 % de la matière sèche de bagasse). L’analyse chimique de la 
répartition  des principaux  constituants montre que les fibres représentent près  de 
80 % de la bagasse sèche. La répartition cellulose-hémicellulose-lignine, 
respectivement de 55, 25 et 20 % de la matière sèche des fibres est assez proche de 
celle des fibres de bagasse de canne à sucre, et s’avère plus ligneuse que celle des 
fibres de pailles de céréales. Par ailleurs, une fraction importante de la matière sèche 
de la bagasse sèche est constituée par des sucres libres (5 à 10 %) qui n’ont pas été 
extraits lors du pressage des têtes d’agave cuites et broyées. 
 
 Cette forte proportion d’hydrosoluble, associée à la forte teneur en lignine et à 
l’hétérogénéité des fibres, pénalisent la valorisation papetière de la bagasse. Le 
rendement en pâte chimique sera faible (43 % de cellulose), et les propriétés 
mécaniques des papiers de bagasse obtenus sont limitées. 
 
  Par contre, bien que la teneur en lignine élevée limite la digestibilité in sacco 
par le rumen de vache de la bagasse sèche (36 %), un prétraitement chimique, en 
particulier par l’hydroxyde de calcium ou l’ammoniaque, et mieux encore un 
prétraitement à la vapeur à 180°C, ou un prétraitement par le champignon 
Phanerochaete chysosporium (champignon de la pourriture blanche), permettent 
d’atteindre des valeurs de digestibilité (66 %) comparables à celle de la luzerne. Le 
prétraitement à la vapeur pourrait être réalisé dans les fours autoclaves de cuisson 
des têtes d’agave et adapté au traitement de la bagasse fraîche dont la teneur élevée 
en sucres libres (de l’ordre de 20 % de la matière sèche) constituerait un apport 
supplémentaire pour sa valeur énergétique en alimentation des bovins. Cette voie de 
valorisation de la bagasse d’agave tequilana, qui nécessite des études 
complémentaires pour valider son acceptabilité dans les rations alimentaires des 
bovins (toxicité, facteurs anti-nutritifs, mauvais goûts ou odeur, etc.), pour améliorer 
sa valeur nutritive par formulation (sources de protéines, de lipides) et pour élargir 
son utilisation à d’autres ruminants, présente l’avantage d’une mise en œuvre 
relativement simple et de ne générer aucun sous produits.  
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 Une alternative très intéressante à cette voie de valorisation en alimentation 
animale pourrait être de considérer la bagasse d’agave comme une source de sucres 
fermentescibles (figure C-1). En effet, d’une part la fermentation des sucres est 
parfaitement intégrable dans le savoir-faire biotechnologique des industries de 
production de tequila et d’autre part, la production d’éthanol, à partir de matières 
lignocellulosiques, s’inscrit dans une stratégie de diversification des ressources 
énergétiques par la production de biocarburants. 
 
 
 
Séchage
Prétraitement
Bagasse épuisée
Résidu
Hydrolyse enzymatique
Fermentation éthanolique Ethanol carburant
Bagasse d’agave tequilana (humide)
Fermentation éthanolique
Hydrolyse hémicelluloses
Alimentation animale
Fermentation éthanol-xylitol
ou éthanolique
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure C-1 :  Schéma de valorisation de la bagasse d’agave tequilana 
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 Une première étape de cette nouvelle voie de valorisation sera de convertir les 
sucres non extraits lors du broyage et du pressage des têtes d’agave pour l’obtention 
des jus sucrés. L’analyse des extraits aqueux de bagasse sèche montre qu’il s’agit 
essentiellement de fructose (6 à 7 % de la matière sèche de bagasse séchée) dont la 
fermentation éthanolique par Saccharomyces cerevisiae est obtenue avec de bons 
rendements. Cette fermentation peut être menée directement sans extraction 
préalable, en milieu liquide, pour un rapport liquide/solide de 10, avec un rendement 
en éthanol de 48 % par rapport aux sucres consommés. La concentration en éthanol 
peut alors être nettement augmentée, dès lors que la fermentation est menée à partir 
de bagasse d’agave fraîche, dont la teneur en sucres totaux est proche de 20 % par 
rapport à la matière sèche. Les essais de fermentation, menés en fermenteur 
prépilote, puis pilote, au Mexique, à partir de bagasse fraîche prélevée en sortie 
d’usine de fabrication de tequila, ont validé ce choix : des concentrations en éthanol 
supérieures à 7 g/l ont été atteintes en 16 heures, avec un rendement, par rapport 
aux sucres réducteurs totaux présents dans la bagasse fraîche, de 40 %. Ces 
résultats, qui pourraient sans doute être encore améliorés par l’optimisation des 
conditions de fermentation, sont cependant d’ores et déjà très intéressants si l’on se 
réfère aux durées de fermentation des jus d’agave (36 à 72 heures) et au titre en 
alcool obtenu (de l’ordre de 5 %) dans les usines de fabrication de tequila. Cette 
première étape de valorisation de la bagasse d’agave pourrait donc facilement être 
intégrée au schéma de fabrication de la tequila, la distillation de l’éthanol formé à 
partir des sucres résiduels de bagasse fraîche pouvant alors être distillé sur les 
mêmes installations. 
 
 La seconde étape de cette voie de valorisation de la bagasse serait l’hydrolyse 
des hémicelluloses de la bagasse et leur fermentation éthanolique. Elle n’a pu être 
étudiée sur la bagasse fraîche épuisée en sucres libres en raison de la difficulté à 
disposer de cette matière. Mais les résultats obtenus, à partir de la bagasse séchée, 
montrent tout l’intérêt de cette voie : 
 
• L’hydrolyse acide menée dans des conditions relativement douces 
(95°C, H2SO4 ou HCl 1N) permet d’extraire près de 26,6 % de sucres 
réducteurs par rapport à la matière sèche de bagasse d’agave sèche, 
avec une concentration de 18 g/l, constitués majoritairement de 
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glucose, de fructose, et de xylose, et dans une moindre proportion de 
galactose. 
 
• La fermentation par la levure Pachysolen tannophilus de ces 
hydrolysats acides permet d’atteindre une concentration en éthanol de 
10 g/l au bout de 200 heures, avec un rendement de 55 % par rapport 
aux sucres introduits. La production d’éthanol s’accompagne de celle 
de xylitol dont la concentration atteint près de 2,5 g/l.  
 
 Ces résultats, qui pourront être améliorés par l’optimisation des conditions de 
fermentation et doivent être validés par une étude à l’échelle pilote, ouvrent une triple 
perspective : 
 
• La production d’éthanol à partir des hydrolysats de bagasse, avec des 
rendements par rapport à la bagasse sèche (15,11 %) équivalents à 
ceux obtenus par fermentation des sucres libres de la bagasse fraîche. 
 
• La production de xylitol dont la valeur ajoutée comme édulcorant sucré 
pourrait justifier l’étude de la séparation et la purification après 
distillation de l’éthanol. 
 
• La préparation de la bagasse d’agave pour la troisième étape de cette 
voie de valorisation : l’hydrolyse enzymatique de la cellulose et la 
fermentation éthanolique du glucose. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PARTIE EXPERIMENTALE 
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I.1 Matières premières et produits 
 
 Les agaves étudiées sont des agaves tequilana W. cv azul, communément 
appelées agaves bleues, cultivées dans la région de Jalisco, autorisées par la norme 
officielle DGN-R-9-1964 définissant l’appellation d’origine contrôlée. Elles sont 
effeuillées et les têtes d’agave sont récoltées au bout de 5 ans. 
 
 Les têtes d’agave ont été prélevées sur le site de culture et à l’entrée de 
différentes usines de tequila de la ville de Tequila. Les échantillons de bagasse 
fraîche sont prélevés en sortie de cette même usine et d’usines de la ville de 
Guadalajara de la région de Jalisco. 
 
 Les échantillons de bagasse sèche sont fournis par le propriétaire du 
confinement des déchets solides de l’industrie de tequila. 
 
 Les réactifs et produits chimiques utilisés sont des produits commerciaux, au 
grade correspondant à leur utilisation (analyse et technique). Les levures pour la 
fermentation éthanolique sont fournis par les différents laboratoires dans lesquels les 
essais ont été réalisés. 
 
 
I.2 Méthodes analytiques 
 
 I.2.1 Dosage des sucres par Chromatographie Ionique Liquide Haute 
Performance 
 
Appareillage : DIONEX Bio-LC équipé de : 
- une pompe quaternaire, 
- un détecteur ampérométrie pulsée, 
- un injecteur : type vanne DIONEX 
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Conditions opératoires : 
• Colonnes : 2 colonnes Carbopac PA1 DIONEX 
• Précolonnes : GA1 Dionex, ATC 
• Eluants : 
- eau désionisée à une résistivité de 18 MΩ, 
- soude 100 mM préparée par dilution de la soude BAKER dans l’eau 
désionisée. 
• Quantité injectée : 50 µl 
• Caractéristique du détecteur : 
- électrode en or, 
- potentiels appliqués et durées d’application 
  * E1 = 0,05 t1 = 480 ms 
  * E2 = 0,60 t2 = 120 ms 
  * E3 = - 0,60 t3 = 60 ms 
- sensibilité : 1000 nA 
 
Etalons sucres : 
D-fructose (FLUKA 47739), D-glucose (PROLABO 24 379-294), D-mannose 
(ALDRICH 11 285-5), D-sorbose (FLUKA 85540), D-psicose (SIGMA P-1275), D-
galactose (PROLABO 24 333 183), Cellobiose (PROLABO 22 558 120) et Arabitol 
(SIGMA A 3381). 
 
 I.2.2  Dosage des sucres réducteurs totaux 
 
 Le dosage de sucres réducteurs totaux est réalisé par la méthode colorimétrique 
avec l’acide dimitrosalicilique (DMS) [Miller, 1959]. La méthode repose sur le 
développement de la coloration jaune de l’acide 3-amino-5-nitrosalicilique, obtenue 
par réaction du DNS sur les groupements C = O de sucres. La coloration jaune est 
mesurée par spectrophotocolorimétrie et la courbe étalon est établie avec le glucose 
pour des concentrations de 0,05 à 0,5 g/l. 
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 I.2.3  Dosage de l’éthanol 
 
 Les dosages de l’éthanol ont été réalisés : 
 
• d’une part par chromatographie en phase gazeuse, 
 
• d’autre part par la méthode enzymatique proposée par Beutler et 
Michal (1977) : 
 
 
 
 
 
 
 
H3C – CH2OH + NAD+
ADH
H3C – CHO + NADH + H+
H3C – CHO + NAD+ + H2O
Al-DH
H3C – COOH + NADH + H+
NAD : Dinucléotide Nicotinamide-Adenine 
ADH : Enzyme Alcool Deshydrogénase 
AI-DH : Enzyme Acétaldéhyde Deshydrogénase 
 
 
 L’oxydation de l’éthanol en acide acétique est totale en milieu alcalin et la 
quantité de NADH formé est dosée par la mesure de l’absorbance à 340 nm. 
 
 I.2.4 Dosage du xylitol 
 
 Les dosages du xylitol ont été réalisés : 
 
• d’une part par chromatographie liquide, 
 
• et d’autre part par la méthode enzymatique proposée par Beutler et 
Becker (1997) : 
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Xylitol + NAD-
SDH
D-xylulose + NADH + H+
NADH + INT + H+
Diaforase
NAD- + INT-Formazan
 
 
 
 
 
SDH : Enzyme Sorbitol Deshydrogénase 
INT : Chlorure de Iodotétrazolide C19 H13 ICIN5 O2 
INT-Forzan : C19 H13 IN5 O2
 
 La quantité de INT-Formazan formé est dosée par la mesure de l’absorbance à 
492 nm. 
 
 
II.1 Analyses microscopiques 
 
 Les analyses microscopiques sont réalisées au microscope optique sur des 
coupes obtenues avec un microtome, ou préparées en utilisant un rasoir fin. La 
coloration des coupes est obtenue par imprégnation, sur la lamelle de microscopie, 
par une solution de safranine ou de violette de gentiane à 1 % pendant 5 minutes, 
lavage et séchage. 
 
 L’observation des cristaux d’oxalate de calcium est réalisée avec un microscope 
en lumière polarisée. 
 
 
II.2 Extraction de l’inuline [Whistler R., 1963] 
 
 50 g de tête d’agave broyée et 1,5 litres d’eau déminéralisée sont introduits 
dans un réacteur et maintenus à 60°C pendant 2 heures, sous agitation (600 rpm). 
En fin d’extraction, le résidu solide est séparé par décantation et le liquide est filtré 
sur buchner. 
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 Le résidu solide de l’extraction  est introduit à  nouveau dans le réacteur avec 
1,5 litres d’eau déminéralisée pour réaliser une deuxième extraction dans les mêmes 
conditions opératoires. 
 
 Les deux filtrats sont rassemblés et filtrés à nouveau sur charbon activé puis 
concentrés à l’évaporateur rotatif sous vide partiel (17 mmHg). Le concentrat obtenu 
(300 ml) est ajusté à pH 8 par addition de Ca(OH)2. L’inuline précipitée est séparée 
par filtration sur buchner et lavée à l’eau et à l’acétone puis séchée 24 heures à 
température ambiante et pesée. 
 
 La teneur en fructose et en glucose de l’inuline est déterminée par 
Chromatographie Ionique Liquide Haute Performance après hydrolyse à l’acide 
oxalique à 2 %. 
 
 
II.3 Dosage de la teneur en fibre brute 
 
 Le dosage de la teneur en fibre brute est réalisé par gravimétrie différentielle, 
avant et après traitement, par l’acide sulfurique 1N pendant 1 heure à température 
d’ébullition. 
 
 
II.4 Détermination de la répartition des constituants pariétaux 
(cellulose, hémicellulose et lignine) 
 
 Le dosage des constituants pariétaux est effectué par la méthode de Van Soext 
et Wine, connue sous le nom de méthode ADF-NDF (KMnO4). 
 
 Les échantillons à doser sont broyés (broyeur Mikro-leimüle-Culatti MFC, maille 
1,5) et leur matière sèche et leur matière minérale sont déterminées par gravimétrie 
après séchage à l’étuve à 105°C et minéralisation au four à 550°C. 
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 Cette méthode de type gravimétrique est basée sur la différence de solubilité 
des constituants des parois cellulaires. La matière végétale est soumise à l’action 
successive de deux détergents neutres et acides, puis du permanganate de 
potassium, en milieu tamponné. 
 
 II.4.1 Détermination de la teneur en fibre neutre 
 
 Le réactif détergent neutre (NDF), à base de lauryl sulfate de sodium, conduit, 
après attaque de l’échantillon, à un résidu constitué par la cellulose, la lignine et les 
hémicelluloses. Ce résidu, appelé «Fibre au Détergent Neutre», est débarrassé de 
tous les constituants lipidiques, protéiques et glucidiques solubilisés par l’action du 
détergent. 
 
Préparation du réactif NDF : 
- 150 g de lauryl sulfate de sodium, 
- 93,05 g d’éthylène diamine tétraacétate de sodium (EDTA), 
- 22,80 g de phosphate disodique, 
- 34,05 g de disodium tétraborate, 
- 50 ml d’éther monoéthylique de l’éthylène glycol, 
sont dissous dans l’eau distillée, ajustée à un volume de 5 litres. 
 
Mode opératoire de l’attaque au réactif NDF : 
Introduire, dans un Erlenmeyer de 500 ml, 1 g de substance à doser et ajouter 100 ml 
de réactif NDF ; adapter le réfrigérant et porter à ébullition pendant 1 heure 
exactement ; filtrer sur le creuset (verre fritté de porosité 1), puis rincer à l’eau 
bouillante ; sécher le creuset et son contenu à l’étuve à 105°C pendant 12 heures ; 
laisser refroidir dans un dessicateur ; peser (poids P1) ; incinérer dans le four à 
moufle à 550°C pendant 12 heures ; peser (poids P2) (faire deux déterminations par 
échantillon). 
 
 La teneur en fibre au détergent neutre est donnée par la formule 100 x (P2 – P1) 
/ (P0 x % MS) avec P0 = masse en g de la prise d’essai, P1 = masse en g du creuset 
après passage à l’étuve, P2 = masse du creuset après passage au four et % MS = 
pourcentage de matière sèche de l’échantillon. 
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 II.4.2 Détermination de la teneur en lignine, cellulose et hémicellulose 
 
 Le réactif au détergent acide à base de cétyl triméthyl ammonium bromure, en 
milieu sulfurique, conduit, après attaque de l’échantillon, à un résidu constitué de 
l’association de la lignine avec la cellulose. Ce résidu, appelé «Fibre au Détergent 
Acide», est débarrassé de tous les constituants non pariétaux et des hémicelluloses. 
 
 Ce résidu est attaqué par le permanganate de potassium qui élimine la lignine 
tout en conservant intacte la cellulose. 
 
Préparation des réactifs : 
- Solution tampon : dissoudre 6 g de nitrate de fer et 0,15 g de nitrate d’argent 
dans 100 ml d’eau distillée ; mélanger avec 500 ml d’acide acétique glacial ; 
ajouter 5 g d’acétate de potassium et additionner 400 ml d’alcool butyle 
tertiaire ; mélanger le tout. 
- Solution  mixte  «permanganate-tampon»  :  lors  de  l’utilisation,  mélanger  
2 volumes  d’une solution  de permanganate de  potassium  à  50  g/l  pour  
1 volume de solution tampon. 
- Solution déminéralisante : dissoudre 50 g d’acide oxalique di-hydraté dans 
700 ml d’éthanol à 95 % ; ajouter 50 ml d’acide chlorhydrique 12N et 250 ml 
d’eau distillée ; mélanger. 
 
Mode opératoire de l’attaque aux réactifs ADF et au permanganate de potassium : 
Introduire, dans un Erlenmeyer de 500 ml, 1 g de substance à doser et ajouter 100 ml 
de réactif ADF ; adapter le réfrigérant et porter à ébullition pendant 1 heure 
exactement ; filtrer sur le creuset (verre fritté de porosité 1) puis rincer à l’eau 
bouillante ; sécher à l’étuve à 105°C durant 12 heures ; laisser refroidir dans un 
dessicateur ; peser  (poids P1) ; placer  le creuset dans un cristallisoir contenant 1 à 
2 cm d’eau ; ajouter 25 ml de la solution mixte permanganate-tampon et laisser en 
contact à température ambiante pendant 90 minutes ; filtrer sur trompe à vide et ne 
pas laver ; placer dans un nouveau cristallisoir rempli de 1 à 2 cm de solution 
déminéralisante ; remplir  le creuset de  cette  même  solution  et laisser en  contact  
5 minutes avant de filtrer ; répéter cette opération jusqu’à ce que la solution 
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déminéralisante garde une coloration claire (le temps total de rinçage avec cette 
solution ne doit pas excéder 30 minutes) ; remplir et laver soigneusement le creuset 
avec  l’éthanol 80  %,  aspirer  sous  vide  et  répéter  le  rinçage  2  fois  ;  effectuer  
2 rinçages à l’acétone ; sécher à l’étuve à 105°C durant 4 heures ; peser (poids P4) ; 
calciner dans le four à 550°C pendant 12 heures ; peser (poids P5) (faire deux 
déterminations par échantillon). 
 
 La teneur en lignine est donnée par la formule 100 x (P4 – P3) / (P0 x % MS) 
avec P0 = masse en g de la prise d’essai pour le dosage d’ADF, P1 = masse en g du 
creuset contenant le résidu ADF (cellulose + lignine), P2 = masse en g du creuset 
contenant la cellulose, % MS = pourcentage de Matière Sèche de l’échantillon. 
 
 La teneur en cellulose est donnée par la formule m = 100 x (P4 – P5) / (P0 x % 
MS) avec P0 = masse en g de la prise d’essai pour le dosage d’ADF, P4 = masse en 
g du creuset contenant la cellulose, P5 = masse en g du creuset à la sortie du four et 
ne contenant plus que les minéraux et % MS = pourcentage de Matière Sèche de 
l’échantillon. 
 
 La teneur en hémicellulose est donnée par la différence entre la teneur en fibre 
au détergent neutre (NDF) et la teneur en fibre au détergent acide (ADF). 
 
 
III.1 Détermination de la digestibilité de la bagasse d’agave par la 
méthode in sacco 
 
 3 g de bagasse d’agave broyée sont introduits dans un sac en nylon (11 x 7 cm) 
lesté. 8 sacs scellés sont ensuite introduits dans l’estomac de la vache par 
l’intermédiaire d’une fistule ; 4 sacs sont prélevés après 24 heures et 4 autres après 
48 heures. Les sacs sont ensuite rincés à l’eau, séchés et leur contenu pesé. 
 
 La digestibilité par rapport à la matière sèche est donnée par la formule 
( )
i
ri
m
100 x m - m  D = où mi = masse de bagasse d’agave introduite dans les sacs de 
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nylon, mr = masse résiduelle après 24 heures ou 48 heures de passage dans le 
rumen de vache. 
 
 
III.2 Prétraitement alcalin de la bagasse d’agave 
 
 Le prétraitement de la bagasse par les solutions alcalines [NaOH, Ca(OH)2, 
NH4OH] est réalisé dans le montage suivant : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Lorsque la totalité de la solution alcaline est introduite, le mélange est maintenu 
à la température choisie, pendant une durée déterminée. Les échantillons traités sont 
séchés, broyés et la digestibilité in sacco est déterminée. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. Flux d’air
2. Bain thermostaté
3. Solution d’alcali
5. Evaporateur rotatif
6. Régulateur vitesse de rotation
7. Pince
8. Contrôle de la température
9. Bain thermostaté
10. Support
11. Pompe
12. Ballon avec l’échantillon de la bagasse d’agave tequilana
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III.3 Prétraitement de la bagasse par le champignon Phanerochaete 
chorysosporium 
 
 Le prétraitement de la bagasse d’agave par le champignon Phanerochaete 
chrysosporium est mené en système de fermentation solide :  
 
- Une suspension micellaire de Phanerochaete chrysosporium cultivé dans un 
tube incliné d’agar nutritif est préparée, 
 
- 80 g de bagasse d’agave à 80 % d’humidité sont introduits dans un 
Erlenmeyer de 2 000 ml et sont stérilisés, 
 
- La suspension micellaire de Phanerochaete chrysosporium est ajoutée dans 
l’Erlenmeyer qui contient la bagasse stérile et l’ensemble est incubé à 37°C, 
pendant 30 jours. Après le 30ème jour, l’inoculum ainsi préparé est utilisé par 
l’inoculation des essais de prétraitement biologique. 
 
- 40 g de bagasse d’agave stérilisée (15 min à 15 bars) ou non, à 80 % 
d’humidité, sont introduits dans un Erlenmeyer de 1 000 ml et inoculée avec 
10 % de la culture du champignon, puis incubé 45 jours à 30°C. 
 
- Les échantillons, ainsi traités, sont séchés, broyés et la digestibilité est 
déterminée. 
 
 
IV.1 Extraction des sucres libres de la bagasse d’agave 
 
 La bagasse broyée est introduite dans un réacteur de 10 litres avec la quantité 
d’eau déminéralisée définie par le rapport liquide/solide choisi. L’ensemble est 
maintenu à la température choisie sous agitation. Un échantillon est prélevé toutes 
les 15 minutes et les sucres sont analysés par Chromatographie Ionique Liquide 
Haute Performance. 
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IV.2 Fermentation éthanolique des sucres de la bagasse sèche par 
Saccharomyces cerevisiae 
 
 La préparation de l’inoculum pour la fermentation a été faite avec la levure 
Saccharomyces cervisiae  (S. Baya de l’INRA)  en culture agitée, à 30°C  pendant  
24  heures,  dans un milieu  de culture  de formulation :  glucose = 20 g/l ; KH2PO4 = 
3 g/l ; (NH4)2SO4 = 3 g/l ; Na2HPO4, 12H2O = 3 g/l ; extrait de levure = 1 g/l ; MgSO4 = 
0,25 g/l. 
 
 La fermentation éthanolique est réalisée à 30°C, dans un Erlenmeyer de 350 ml, 
en utilisant un milieu de culture contenant les mêmes nutriments que le milieu utilisé 
pour préparer l’inoculum, excepté le glucose. Les Erlenmeyer contenant le milieu de 
culture préparé et les échantillons de bagasse ou d’extrait de bagasse sont stérilisés, 
puis inoculés en conditions stériles avec 25 ml d’inoculum et mis à fermenter en 
incubateurs agités à 30°C. 
 
 Des échantillons de 5 ml ont été prélevés au temps zéro, 48 heures et 72 
heures. Les échantillons sont centrifugés (425 000 rpm pendant 20 minutes) et 
l’éthanol, le xylitol et les sucres, par Chromatographie Liquide Ionique Haute 
Performance, sont dosés. 
 
 
IV.3 Fermentation éthanolique des sucres de la bagasse fraîche en 
fermenteur prépilote 
 
 La fermentation éthanolique des sucres de la bagasse fraîche est réalisée dans 
un fermenteur prépilote d’un volume opératoire de 4 litres. 
 
 La souche utilisée pour la fermentation est une levure de Saccharomyces 
cervisiae de l’Institut de Cellulose et Papier de l’Université de Guadalajara, Jalisco, 
Mexique. L’inoculum est préparé sur le même milieu de culture que précédemment 
(IV.2), exception faite du glucose et le milieu de la fermentation est le même. 
 172
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 La bagasse est introduite dans le fermenteur avec 0,4 litre d’inoculum et la 
quantité d’eau correspondant au rapport liquide/solide choisi. Le fermenteur est 
maintenu à 30°C sous agitation (20 rpm) sans aération : un échantillon est prélevé 
toutes les 2 heures et le pH, l’oxygène dissous (OD), l’éthanol, la biomasse et les 
sucres réducteurs totaux sont dosés. 
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IV.4 Fermentation éthanolique des sucres de la bagasse fraîche en 
fermenteur pilote 
 
 La fermentation éthanolique des sucres de bagasse fraîche est réalisée dans un 
fermenteur pilote thermostaté, d’un volume opératoire de 16 litres. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Prélèvement des échantillons
Mesure de
température
Manomètre
Valve de sécurité
Fermenteur pilote
(20 l)
Bagasse
d’agave
Eau
chaude
Eau
Serpentin
(huile)
Bain thermostaté
Régulateur vitesse de rotation
 
 
 La souche utilisée pour la fermentation est une levure de Saccharomyces 
cervisiae de l’Institut de Cellulose et Papier de l’Université de Guadalajara, Jalisco, 
Mexique. L’inoculum est préparé sur le même milieu de culture que précédemment 
(IV.2), et le milieu de la fermentation est le même, exception faite du glucose. 
 
 La bagasse est introduite dans le fermenteur avec 1,5 litres d’inoculum et la 
quantité d’eau correspondant au rapport liquide/solide choisi. La concentration initiale 
de Saccharomyces cervisiae, préparée pendant 24 heures, est de 3,48 g/l. 
L’ensemble est maintenu à 30°C, sous agitation (340 rpm) sans aération. 
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 Un échantillon du milieu est prélevé toutes les 2 heures et l’éthanol et les sucres 
réducteurs totaux sont dosés. 
 
 
V.1 Hydrolyse acide des hémicelluloses de la bagasse d’agave 
sèche 
 
 L’hydrolyse acide de la bagasse d’agave est effectuée dans un réacteur 
autoclave Buchi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 L a bagasse broyée est introduite dans le réacteur préchauffé à 100°C, avec 
l’eau acidulée (H2SO4 4 %) dans le rapport liquide/solide choisi. L’ensemble est 
maintenu à 130°C sous agitation (600 rpm) pendant 90 minutes. L’hydrolyse est 
ensuite filtrée. 
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V.2 Extraction des sucres de bagasse de canne à sucre par 
hydrolyse acide 
 
 La bagasse d’agave est introduite avec la solution d’acide à la concentration 
choisie et maintenue à la température définie sous agitation. Les échantillons du 
milieu sont prélevés à différents temps et les sucres réducteurs totaux sont dosés. 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. Bain-marie de l’huile
2. Réacteur en verre
3. Réfrigérant
4. Fermeture de l’agitateur Quickfit ST20/4
5. Baguette d’agitation en acier inoxydable
6. Agitateur Heidolph RZR-2000
7. Régulateur de révolutions pour minute. Volume d’opération 1 l
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V.3 Fermentation éthanolique par Pachylosem tannophilus 
 
 Les hydrolysats de la bagasse d’agave sont ajustés à pH 4,5 avec NaOH 4N et 
stérilisés par filtration sur filtre millipore de 0,2 m. Les hydrolysats, ainsi préparés, 
sont utilisés comme milieu de culture par la fermentation éthanol-xylitol, en utilisant la 
levure  Pachysolen  tannophilus,  avec  les  nutriments  suivants : extrait de levure = 
4 g/l  ;  peptone  = 3,6 g/l  ;  MgSO4 7H2O = 2,5 g/l  ;  KH2PO4 = 2 g/l  ;  (NH4)2SO4 = 
3 g/l. 
 
 L’inoculum de Pachysolen tannophilus est préparé sous 48 heures à 30°C en 
tubes de 100 ml de capacité avec un milieu solide incliné, composé de : extrait de 
levure = 3 g/l ; extrait de malte = 3 g/l ; peptone = 5 g/l ; xylose = 10 g/l ; agar-agar = 
20 g/l et préparé de la façon suivante : les constituants sont dissous dans l’eau, sauf 
l’agar-agar qui est ajouté après ajustement du pH à 7. L’ensemble est chauffé jusqu’à 
ébullition pour dissoudre l’agar. Après le refroidissement de 25 ml dans chaque tube 
sous vide, les tubes sont bouchés avec un bouchon en coton et sont stérilisés dans 
une autoclave (20 lb pendant 30 minutes). Les tubes sont placés en position inclinée 
pour obtenir un milieu solide incliné et sont utilisés pour l’inoculation de Pachysolen 
tannophilus. 
 
 Les hydrolysats préparés, stérilisés et l’inoculum sont introduits dans les 
fermenteurs (au préalable stérilisés). 
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 La fermentation est menée à 32°C et un prélèvement toutes les 2 heures est 
réalisé pour analyser la concentration de biomasse, en sucres, en éthanol et en 
xylitol.  La concentration en biomasse est calculée par mesure de l’absorbance à  
620 nm. 
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1. Bassins fermenteurs
2. Bain-marie. Selecta mod. Digiterm S-542
3. Equipement d’agitation Heldioph MR2000, avec une baguette de téflon
4. Contrôleur d’agitation Heldioph 2002
5. Tubes en caoutchouc silicone pour extraire les échantillons
6. Bombe Millipore modèle XX80202 30, utilisée pour la stérilisation des milieux de culture
7. Porte-filtres. Contient un filtre de nitrate de cellulose (porosité 0,2 µm), un filtre de laine en verre ;
Utilisé pour la filtration des milieux de culture
8. Appareil pour mesurer le pH
9. Electrode combinée pour mesurer le pH. Volume d’opération 2 l
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